Avances en el conocimiento del papel de la colina en Streptococcus Pneumoniae by González, Ana
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 
DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 
 
 
TESIS DOCTORAL 
 
 
 
AVANCES EN EL CONOCIMIENTO 
DEL PAPEL DE LA COLINA EN 
Streptococcus pneumoniae 
 
 
ANA GONZÁLEZ MORENO 
 
 
 
DIRECTORES: 
 
PEDRO GARCÍA                      JOSÉ LUIS GARCÍA 
Investigador científico               Profesor de investigación 
 
 
 
 
 
 
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS 
CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLÓGICAS 
Madrid, 2009 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A todos los que me quieren 
A todos los que quiero 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conservar la infancia dentro de sí quiere decir: 
conservar la curiosidad de conocer,  
el placer de comprender,  
la voluntad de comunicar. 
 
 
Bruno Munari 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AGRADECIMIENTOS 
 
Y ya estoy aquí, en este momento de agradecer a tantas personas que han hecho posible que 
llegue, y para lo que únicamente tengo un folio, así que no voy a perder este precioso espacio… en 
primer lugar me gustaría agradecer a mis jefes, el clan de los García: Pedro García, José Luis García, 
Ernesto García y Rubén López García, el haberme dado la oportunidad de trabajar en su grupo, de 
ayudarme en los momentos difíciles y el haberme transmitido el amor por esta bacteria con la que he 
compartido tanto. A Rubén le agradezco especialmente el haber sabido formar un gran grupo al que 
fue capaz de transmitirle, por encima de la calidad científica, el reconocimiento del valor personal de 
cada uno de los miembros que lo componen, a Ernesto su predisposición para escucharte en cualquier 
momento y su rápida ayuda hasta el más mínimo detalle, a José Luis su capacidad de hacerte ver las 
cosas como no habías sido capaz de verlas hasta el momento justo antes de hablar con él, a Pedro le 
agradezco su sincera preocupación por mí, tanto personal como científicamente, su paciencia. Espero 
que al final pueda sentir: “sí, estoy orgulloso”, aunque sé que ya lo está.  
A Eduardo Díaz su enorme calidad científica y aún así al hablar con él, tener la sensación de 
que es un diálogo de igual a igual, a Auxi la transmisión del “si quieres, puedes”.  
A las tres generaciones de Rubenes con las que he tenido la suerte de convivir, a Blanca de 
las Rivas por todo el legado científico, porque siempre tienes un cariño especial por tu predecesor, a 
Cristina Moldes por enseñarme a hacer mis primeros geles de proteínas y ser tan práctica para resolver 
los problemas, a Patricia Romero por demostrarme que la ilusión por el trabajo y la constancia tienen 
su recompensa, a Pepa Barragán por haber confiado en mí, a Cris F. por su dulzura, a José Ignacio 
por demostrarme que el ser buen científico no está reñido con pasárselo bien. A Beatriz Galán que me 
ha ayudado en toda mi evolución científica, desde los primeros momentos en los que me abastecí de la 
“fuente de la sabiduría” (y me sigo abasteciendo), hasta ahora, en la que confío  para la resolución de 
mis dilemas. 
A los nuevos Rubenes, porque ir de fiesta con vosotros me hace sentir que estoy ahí, a Javier, 
nuestro director, Isabel Fernández, es que no hay nadie como tú para organizar y que las cosas salgan, 
Miri, la cámara-woman y la más “echá pa’lante”, María del Mar siempre sonriente, Elisa por ser tan 
buena gente, a Marta Rojo, me da pena que no vayamos a coincidir más, porque noto las buenas 
vibraciones, a Nina, por apuntarse a todo, a Esther, que la pobre se ha tragado mis momentos de 
descanso, a Andrés por el cubata perfecto, porque no sé si nieva o niebla, a la gran Virgi por su 
naturalidad y su alegría. 
A mis compañeros de tesis, cuántos sufrimientos compartidos, cuántas alegrías. A Isabelita, 
con la que aprendí más de cómo se habla en Pozoblanco, que viviendo allí. A Iria, por escucharme aun 
a riesgo de equivocarte de muestra, por animarme siempre, por ese “¡Anitaa!” en el momento que lo 
necesitas. A Blas por más de dos cosas: por solucionarme mis problemas con los ordenadores, por 
hacernos conscientes de cosas que de otra manera no nos preguntaríamos, por ser siempre tú  y saber 
que siempre seremos amigos. A Laura, me alegro de haberme encontrado una hermana. A Juan, por su 
siempre clara y directa opinión, porque en el fondo eres sensible y me dejas ser “tu madre”, estoy muy 
orgullosa de tí. A Gonzalo, porque en la definición de amigo debería venir tu nombre. 
A los Rubenes atemporales, piezas claves en el buen funcionamiento del grupo, a Valle y Ana 
Val siempre dispuestas a echar unas risas, a Tere y Susana  por estar siempre dispuestas a ayudar, a 
Manolo Carmona por su conocimiento de todo, a Eloísa por su inestimable trabajo y obligarme a 
mantener un orden tan importante para que todo salga, aunque no sé si alguna vez lo conseguí, a 
Irene por tantos años y el viaje de interrail a Violeta por enseñarnos a llevar los momentos de estrés a 
ritmo de Taichí, a José Yuste por su risa contagiosa y aquellas cervezas que le costó tanto conseguir 
en la playa, A Miriam Moscoso porque, aunque casi también la dejo,por ella me quedé en la ciencia. 
 
 A María Morales, porque ella debería ser doctora a la vez que yo por todos los experimentos 
a medias, sus buenas ideas científicas, porque llegará a ser como Alexander, de técnico a gran jefe de 
neumococo, pero sobre todo porque es una alegría encontrarla por la mañana en el laboratorio, contar 
qué tal ha ido el fin de semana, por todas las historias tan divertidas de sus amigos, por las fiestas… 
tootal: por ser una gran compañera a la vez que una gran amiga.       
 
A toda la gente del CIB, este centro de excelencia humana, y en especial a Luque porque una 
reunión sin ti no es lo mismo, pero claro, tú no puedes saberlo, a la gente del 107 de la que soy fan, 
Marta Fierro y África todo amores, Juan Oreja por esos bailes y porque es como si hubiéramos sido 
colegas de toda la vida, bueno, y a tantísimos que no terminaría nunca. 
A grandes científicos con los que he tenido la suerte de coincidir, a Germán Rivas por 
explicarlo todo de una manera tan sencilla y con tanta dulzura, a Carlos, a los grandes científicos del 
Instituto de Química-física Rocasolano como Juan Hermoso por su gran inquietud de conocimiento y 
trabajo, todo de una manera muy divertida y Margarita Menéndez, a sus grupos, a Inma, Rafa y 
Laura Lagartera. A Jesús Sanz y Beatriz Maestro de la Universidad de Elche,  por sus buenas ideas 
y ayuda. A Anne Marie Diguilmi de Grenoble por la magnífica acogida en su grupo. A Juan Ayala 
del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, por enseñame a recoger todos esos picos.  
 
Al profesor Alexander Tomasz, gracias por descubrir y dar origen a muchas de las líneas de 
trabajo que actualmente se estudian en los diferentes grupos de neumococo, por haberme dado la 
oportunidad de realizar una estancia en su laboratorio, y poder descubrir de primera mano su 
brillantez científica, su ilusión y su curiosidad por cada pequeño resultado y la capacidad para 
transmitirla, la escucha minuciosa de lo que dices y crees, para llegar a un debate científico de igual a 
igual, porque creo que allí aprendí a ser un poco mejor científica. A la gente de su grupo, en especial a 
Florian Gehre por preocuparse tanto de mí en el laboratorio, por la inquietud compartida por la 
colina, porque fue un placer trabajar con él, y sobre todo por todas las cervezas juntos y las risas y 
¡porque ahora soy del Munchen!, a Sandro, el chavalinho, un amor, a Aude y Tibeau, a Chun, a 
Nelson, Michael… a toda la gente de la Rockefeller, Phillote y Eugene, al Faculty Club y las 
Barbacoas, todos ellos hicieron de mi estancia en Nueva York uno de los momentos más felices de mi 
vida. 
 
A toda la gente ajena a la ciencia con la que he compartido tan buenos momentos y tan 
importantes para desintoxicarse de este mundillo. A Hugo por escucharme y ser tan buen amigo, ¡y 
por alimentarme!, a Guido y toda la tropa, a Raúl Losada por seguir queriéndome siempre. A la gente 
de “Los Jacintos”: Mariba, Eponine, Antonio, Jorge, Ali, Alfonso, Blanca, las Glorias, Zdeniek, 
Davido, la gente de los jazz-cintos, la malarazza… y todos los demás, por ser un grupo tan genial, 
por enseñarme a ver la fotografía, el teatro, la poesía, el vídeo-arte, la música… de otra manera.  
 
A Dani Llull.  Por todo lo aprehendido. Por estar ahí con tanto amor. 
 
A mi familia, punto de referencia. A mis padres por haberme dejado siempre elegir mi camino 
y quererme independientemente de las decisiones, por haberme educado para que no errara el camino. 
A mi hermana, porque es la persona que mejor me entiende, por eso es la que sabe decirme la palabra 
necesaria para ver las cosas de la manera adecuada.  
 
Muchas gracias a todos.          
 
Después de esto, sólo puedo responder de una manera a la primera pregunta que me hicieron 
al llegar al laboratorio: 
  
“Sí, tengo suerte”.  
 
 
 
Índice 
 i
ÍNDICE                              Página 
  
I. INTRODUCCIÓN 
 
1 
1. Streptococcus pneumoniae paradigma de patógeno humano y su 
influencia en el desarrollo de la biología                                                        
 
1 
  
2. Estructuras periféricas de la bacteria 3 
2.1. Cápsula 3 
2.2. Pared celular 3 
2.3. Membrana plasmática 6 
  
3. Auxotrofía para colina 6 
3.1. Metabolismo de la colina en neumococo 8 
3.2. Cepas de neumococo independientes de colina 11 
  
4. La colina en otras especies bacterianas 12 
  
5. Metabolismo de la colina 13 
  
6. Patogénesis de neumococo 15 
6.1. Factores que determinan la adhesión de neumococo 16 
6.2. Invasividad de neumococo 18 
6.3. Proteínas de superficie de Streptococcus pneumoniae 21 
6.3.1. Proteínas unidas a la pared celular a través del motivo LPxTG 22 
6.3.2. Proteínas de unión a colina 23 
6.3.2.1. Organización en dominios de las CBPs de S. pneumoniae 
y sus fagos 
 
23 
6.3.2.2. Papel biológico de las CBPs 26 
6.3.2.3. Reconocimiento de la colina por parte de las CBPs 30 
  
7. Estructuras análogas a colina. Capacidad de crecimiento de 
neumococo en su presencia y efectos sobre la bacteria 
 
31 
  
II. OBJETIVOS 35 
  
III. RESULTADOS 37 
  
1. Mutaciones  en  el  gen  tacF  de  cepas  clínicas  y  transformantes  
de Streptococcus pneumoniae: impacto en la auxotrofía para colina y 
velocidad de crecimiento  
 
 
39 
 
2. CbpF, proteína de unión a colina 55 
2.1. Cristalización y estudios preliminares de difracción de  rayos  X  de  
la proteína de unión a colina CbpF 
 
56 
2.2. Estructura de CbpF, una proteína bifuncional y regulador de la 
autolisis en S. pneumoniae 
 
61 
2.3. Estudio de una nueva subfamilia de CBPs compuesta por la sucesión 
de motivos de unión a colina 
 
83 
  
Índice 
ii 
3. Posibles  estrategias  en  la  lucha  contra  neumococo  centradas  en  
la importancia de  la colina para la bacteria 
107 
  
4. Anexos 123 
4.1. Experimentos adicionales relacionados con la auxotrofía para colina 
de neumococo 
 
123 
4.1.1. Secuenciación del operón lic en las cepas SK598 y P023 123 
4.1.2. Búsqueda   de   los   genes   implicados   en  la  síntesis  de 
fosforiletanolamina en la cepa SK598 de S. mitis 
 
125 
4.1.3. Capacidad de los diferentes transportadores TacF para 
translocar ácidos teicoicos cargados con colina 
 
127 
4.1.3.1. Influencia de los distintos mutantes de TacF en la 
patogénesis de neumococo en modelos murinos 
 
128 
4.1.3.2. Influencia de los distintos mutantes de TacF en la 
actividad de distintas CBPs 
 
130 
4.1.3.3. Cantidad de colina en la superficie de distintas cepas de 
neumococo 
 
132 
4.1.4. Análisis de los genes licD en la cepa D39JY2190 132 
4.1.5. Localización de CBPs en cepas cultivadas en ausencia de 
colina 
 
133 
  
4.2. Experimentos adicionales relacionados con el gen/proteína CbpF 137 
4.2.1. Detección  del  gen  cbpF  en varias cepas de S. pneumoniae y 
en otros estreptococos relacionados 
 
137 
4.2.2. Localización subcelular de CbpF 138 
4.2.3. Localización de CbpF en la  superficie  de  neumococo. Fusión  
CbpF-GFP 
 
139 
4.2.4. Análisis del estado de agregación dependiente de colina de 
CbpF 
 
141 
4.2.5. Interacción de CbpF con la pared bacteriana 143 
  
4.3. Experimentos adicionales relacionados con la sensibilidad de 
neumococo al ipratropio 
 
145 
4.3.1. Construcción   de   una   cepa   de   neumococo   deficiente   en   
la incorporación de colina 
 
145 
4.3.2. Efectos del ipratropio sobre las cepas de neumococo R6, P501 
y P121 
 
147 
  
IV. DISCUSIÓN INTEGRADORA 149 
  
1. Dependencia de colina, característica de una especie 149 
  
2. Mecanismos evolutivos de una especie con capacidad de transformación 
natural. Influencia de las CBPs en el rediseño del genoma 
 
159 
  
3. Posibles estrategias en la lucha contra neumococo basadas en la 
importancia de la colina para su supervivencia 
 
 
165 
  
V. CONCLUSIONES 171 
Índice 
 iii
  
VI. BIBLIOGRAFÍA 173 
  
ADENDA 191 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Índice 
iv 
AATGal : 2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridesoxi-D-galactosa 
ATP : adenosín trifosfato 
ADP : adenosín difosfato 
BSA : seroalbúmina bovina 
C : medio semisintético para el cultivo de neumococo 
ºC : grado centígrado 
C+Y : medio C suplementado con extracto de levadura al 0,08% 
CBP : proteína de unión a colina 
Cden : medio sintético para neumococo 
cDNA : DNA complementario 
CDP : citidín difosfato 
CHAP : cisteína-histidina-amidohidrolasa-peptidasa 
ChBD : dominio de unión a colina 
ChBR : motivo de unión a colina 
C-terminal : carboxi-terminal 
CRP : proteína que reacciona con el polisacárido C 
CTP : citidín trifosfato 
CSP : péptido inductor de la competencia 
DEAE : dietilaminoetanol 
DNA : ácido desoxirribonucleico 
DOC : desoxicolato sódico 
EDTA : ácido etilén-diamino-tetraacético 
g : aceleración de la gravedad 
Gal : galactosa 
GalNAc : N-acetil-D-galactosamina 
GAPDH : Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 
GFP : proteína con fluorescencia verde 
GlcNAc : N-acetilglucosamina 
IPTG : isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 
kDa : kilodalton 
Km : kanamicina 
LB : medio de cultivo de Luria y Bertani 
LPS : lipopolisacárido 
mRNA : RNA mensajero 
MurNAc : ácido N-acetilmurámico 
NADH : nicotinamida adenina dinucleótido 
N-terminal : amino-terminal 
ORF : marco de lectura abierto 
PAF : factor de activación plaquetaria 
PAGE : electroforesis en gel de poliacrilamida 
pb : par de bases 
PBP : proteína de unión a penicilina 
PCR : reacción en cadena de la polimerasa 
plgR : receptor polimérico de inmunoglobulinas 
PMEN : red de epidemiología molecular de neumococo 
rPAF : receptor del factor de activación plaquetaria 
RT-PCR : retrotranscripción-PCR 
RNA : ácido ribonucleico 
SDS : dodecil sulfato sódico 
TCA : ácido tricloroacético 
Índice 
 v
 
Tris : 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-diol 
UFC : unidades formadoras de colonias 
 
 
ABREVIATURAS DE AMINOÁCIDOS 
 
 
 
A Alanina   Ala 
R Arginina  Arg 
N Asparagina  Asn 
D Ácido aspártico  Asp 
C Cisteína   Cys 
Q Glutamina  Gln 
E Ácido glutámico Glu 
H Histidina  His 
I Isoleucina  Ile 
L Leucina   Leu 
K Lisina    Lys 
M Metionina  Met 
F Fenilalanina  Phe 
P Prolina   Pro 
S Serina    Ser 
T Treonina  Thr 
W Triptófano  Trp 
Y Tirosina   Tyr 
V Valina    Val 
G Glicina   Gly 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introducción 
 
Introducción 
1 
I. INTRODUCCIÓN 
 
1. Streptococcus pneumoniae paradigma de patógeno humano y su influencia en el 
desarrollo de la biología 
 
Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram-positiva, de 1,2-
1,8 μm de longitud y 0,5-1 μm de diámetro, con forma oval y extremos lanceolados, 
normalmente en forma de diplococo o pequeñas cadenas, que no forma endosporas y 
que es inmóvil. Se trata de una bacteria ácido-láctica, anaerobia facultativa, catalasa-
negativa y sensible a sales biliares como el desoxicolato sódico (DOC) ya que induce la 
lisis de la bacteria tras desestabilizar la membrana. S. pneumoniae es sensible a 
optoquina. En crecimiento aeróbico sobre agar-sangre neumococo produce α-hemólisis, 
mientras que si el crecimiento tiene lugar en condiciones anaeróbicas, produce β-
hemólisis.  
En las primeras décadas del siglo XX se consideraba a neumococo como uno de 
los patógenos humanos más peligrosos, siendo la principal causa de neumonía. Esta 
bacteria ha tenido una gran importancia en el desarrollo de la biología actual; así, 
gracias a los estudios realizados con S. pneumoniae, se determinó que la capacidad de 
transmitir la información genética entre distintos individuos reside en el DNA. 
Alrededor de la década de 1920 se conocían dos variantes genéticas de esta bacteria: i) 
la variante S (“smooth”) o lisa, que está rodeada por una cápsula polisacarídica que 
protege a la bacteria frente a los mecanismos de defensa de los individuos infectados, lo 
que determina la capacidad de producir la muerte en el hospedador; ii) la variante R 
(“rough”) o rugosa, cuyas células no portan esta cápsula polisacarídica, presentando un 
aspecto rugoso en cultivo sobre placa, siendo capaz el sistema inmune de eliminar esta 
estirpe del organismo infectado, sobreviviendo de esta manera a la infección. Griffith, 
en 1928, descubrió, basándose en estas premisas, la denominada transformación 
bacteriana: al inocular en ratones neumococos de la variante S inactivadas con calor, 
junto con la variante R inocua para los animales, los ratones desarrollaban la 
enfermedad y morían, recuperándose del ratón la variante lisa viva, sugiriendo que las 
bacterias se habían “transformado”  (Griffith, 1928). Posteriormente, Avery, MacLeod y 
McCarty, en 1944, tras el fraccionamiento del extracto obtenido de la estirpe lisa tratada 
con calor, descartando las proteínas, los lípidos, los polisacáridos y el RNA, 
determinaron que el DNA era el principio transformante (Avery et al., 1944).  
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La importancia actual de esta bacteria histórica se basa en la preocupación 
creciente de las autoridades sanitarias y de la sociedad en general por el aumento en la 
aparición de enfermedades causadas por neumococos resistentes a los antibióticos 
(Alpuche et al., 2007; Jacobs, 2008). Ya se ha señalado que neumococo es uno de los 
principales patógenos humanos y actualmente causa la muerte de 2 millones de niños al 
año en todo el mundo (Williams et al., 2002). El impacto de esta bacteria es también 
importante, al contrario que otras enfermedades infecciosas, en países desarrollados 
económicamente; de hecho, en Estados Unidos, neumococo es responsable de 50.000 
casos de neumonía, 3.000 de meningitis y 7 millones de casos de otitis media 
anualmente (Obaro, 2000), siendo los principales grupos de riesgo los niños, ancianos y 
personas inmunodeprimidas. Aunque se ha encontrado ocasionalmente en otros 
animales (Benson & Sweeney, 1984; Chi et al., 2007; Fox & Soave, 1971; Whatmore et 
al., 1999; Zhang et al., 2006), el hábitat natural de esta bacteria es el tracto respiratorio 
superior humano. La bacteria coloniza este hábitat en las primeras horas/días de vida, 
permaneciendo en él de una manera silente, constituyendo el denominado “estado de 
portador”. Los determinantes necesarios para desarrollar la enfermedad, tanto por parte 
de la bacteria como del hospedador, no son bien conocidos todavía. El principal 
problema para el control de las infecciones ocasionadas por esta bacteria radica en la 
aparición de resistencias a los antibióticos más comunes, como los β-lactámicos (Tan, 
2003), y la inexistencia de una vacuna totalmente eficaz frente a ella. Las vacunas 
basadas en los diferentes polisacáridos capsulares de neumococo presentan distintos 
problemas (Bogaert et al., 2004). Así, en el caso de la utilización de polisacáridos 
purificados, la vacuna es poco o nada inmunogénica en niños menores de 2 años. Las 
vacunas conjugadas constituidas por polisacáridos purificados unidos a una proteína 
resuelven este problema, aunque el coste de su producción es muy alto y sólo cubren 7 
de los 92 tipos capsulares conocidos hasta la fecha presentes en neumococo (de Roux et 
al., 2008; Destefano et al., 2008). 
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2. Estructuras periféricas de la bacteria 
 
2.1. Cápsula 
Habitualmente S. pneumoniae aparece rodeado por una cápsula polisacarídica 
(Figura 1). Hay que destacar que la cápsula de neumococo fue la primera sustancia 
antigénica descrita de naturaleza no proteica (Avery & Goebel, 1929). La cápsula de 
neumococo no es imprescindible para la viabilidad de la bacteria, sin embargo, es un 
requisito sine qua non para su patogenicidad (Griffith, 1928), aunque se han encontrado 
cepas de neumococo no tipificables 
produciendo conjuntivitis (Porat et al., 2006). 
Gracias a la cápsula, la bacteria es capaz de 
evadir el sistema inmune humano, 
previniendo la fagocitosis por parte de 
macrófagos y neutrófilos. Existen 92 tipos 
capsulares (Zartler et al., 2009) de los cuales, 
aproximadamente el 30% causa más del 90% 
de los casos de enfermedad invasiva 
(Konradsen & Kaltoft, 2002). 
 
2.2. Pared celular 
La pared celular consiste en una red covalente que rodea a la bacteria dándole 
forma y protegiéndola de la lisis ocasionada por la diferencia osmótica con el medio en 
el que vive. La pared de neumococo está compuesta por peptidoglicano, al igual que en 
el resto de las eubacterias, y ácidos teicoicos (Jennings et al., 1980; Mosser & Tomasz, 
1970;  Severin & Tomasz, 1996). El peptidoglicano bacteriano está compuesto por 
moléculas de 2-N-acetamido-2-desoxi-D-glucosa (N-acetilglucosamina o GlcNAc) y 2-
N-acetamido-3-O-(D-1-carboxietil)-2-desoxi-D-glucosa (N-acetilmurámico o MurNAc) 
unidas de forma alterna mediante enlaces β-(1→4). El MurNAc puede estar acetilado o 
fosforilado en el carbono 6, lo que permite la formación de puentes con cadenas 
glicánicas adyacentes, como los ácidos teicoicos. Unidas al grupo carboxilo del ácido 
murámico mediante enlaces tipo amida, se encuentran pequeñas cadenas peptídicas de 
cuatro aminoácidos (L-alanil-D-isoglutamil-L-R3-D-alanina), pudiendo ser R3 
aminoácidos de diversa naturaleza: neutro (L-alanina, L-homoserina), ácido (L-
glutámico) o básico (L-diaminobutírico, L-ornitina, L-lisina, ácido 
Figura 1. Micrografía electrónica de una cepa 
capsulada de serotipo 3 de neumococo. 
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mesodiaminopimélico). En el caso de neumococo, este aminoácido corresponde a una 
L-lisina  y la cadena peptídica mayoritaria que se une al murámico está compuesta por 
los 3 primeros aminoácidos (L-alanil-D-isoglutamil-L-lisil) (Mosser & Tomasz, 1970). 
Estas cadenas de péptidos pueden unirse de forma variable entre sí a través de otros 
enlaces amida, lo que hace de la pared una gran macromolécula que da rigidez y 
flexibilidad a la bacteria. La disposición de esta macromolécula con respecto a la 
superficie bacteriana, está actualmente en controversia. Algunos modelos actuales de la 
pared celular proponen una disposición perpendicular de las cadenas de peptidoglicano 
con respecto a la superficie bacteriana (Meroueh et al., 2006). 
Las bacterias Gram-positivas presentan en sus estructuras periféricas 
glucopolímeros, que pueden estar anclados al murámico del peptidoglicano, a los que se 
denominan ácidos teicoicos, o a lípidos de la membrana plasmática, siendo entonces los 
 
 
 
 
 
denominados ácidos lipoteicoicos (Baddiley, 1972; Fischer, 1988; Naumova & 
Shashkov, 1997). La estructura y composición de estos glucopolímeros es muy diversa, 
siendo diferente entre especies e incluso entre cepas de la misma especie (Weidenmaier 
& Peschel, 2008) (Figura 2). Los ácidos teicoicos se encuentran unidos al 
peptidoglicano a través de algunos residuos de MurNAc, por medio de un enlace 
fosfodiéster al carbono 6 de estos residuos. Normalmente son polímeros de glicerol-
fosfato o ribitol-fosfato en los que los monómeros correspondientes se unen entre sí por 
medio de enlaces fosfodiéster. Son sustancias altamente antigénicas y frecuentemente se 
han utilizado como tipo-específicas. Sólo desde hace algunos años se han obtenido 
cepas mutantes que no sintetizan ácidos teicoicos en bacterias Gram-positivas (D'Elia et 
Figura 2. Esquema de los glucopolímeros de los principales patógenos humanos. Los glucopolímeros 
se indican con cadenas de círculos. Las diferencias en la composición de los glucopolímeros, se 
indican con diferentes colores. Las uniones con el peptidoglicano se marcan con círculos gris oscuro
(Weidenmaier & Peschel, 2008). 
Ácidos micólicos 
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al., 2006; Weidenmaier, et al., 2005), o cuya estructura aparece modificada (Kristian et 
al., 2005). 
A los ácidos teicoicos y lipoteicoicos se les han asignado un gran número de 
funciones fisiológicas, como es el mantenimiento de la homeostasis de cationes, el paso 
de iones, nutrientes, proteínas y antibióticos a través de la superficie bacteriana, la 
formación de biopelículas, el control de la susceptibilidad y/o resistencia a péptidos 
antimicrobiológicos, la regulación de la autolisis y la unión de proteínas de superficie 
(Weidenmaier & Peschel, 2008). 
En neumococo, estos polímeros son peculiares, ya que en lugar de ser polímeros 
de glicerol-fosfato o ribitol-fosfato,  existe una molécula de ribitol-fosfato, intercalada 
entre un tetrasacárido (Behr et al., 1992). Así, la unidad pentamérica que se repite en 
estos polímeros está compuesta por 2-acetamido-4-amino-2, 4, 6-tridesoxi-D-galactosa 
(AATGal) cargado positivamente, D-glucosa, ribitol fosfato y dos moléculas de N-
acetil-D-galactosamina (GalNAc) (Figura 3). A estas moléculas de GalNAc se une, 
mediante un enlace fosfodiéster, una molécula de fosforilcolina (Seo et al., 2008). Se ha 
visto que la glucosa es sustituida por galactosa en la estructura de los ácidos teicoicos en 
una cepa de serotipo 5 (Vialle et al., 2005), así como que una fracción de las unidades 
repetidas de ribitol contiene residuos de GalNAc o de D-alanina (Draing et al., 2006). 
La estructura del ácido lipoteicoico en S. pneumoniae (antígeno-F) es idéntica a la del 
ácido teicoico (polisacárido-C) (Fischer et al., 1993), si bien el ácido teicoico se 
encuentra anclado a los residuos de MurNAc del peptidoglicano y no a lípidos de 
membrana como el lipoteicoico. Hay que destacar que el ácido teicoico en neumococo 
Figura 3. Modelo de la estructura molecular del ácido lipoteicoico de S. pneumoniae. El número de 
repeticiones es igual a n + 1, siendo n =4, 5 ó 6 (Seo et al., 2008). 
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está distribuido uniformemente en las caras externa e interna de la pared bacteriana de 
neumococo; sin embargo, el ácido lipoteicoico sólo se distribuye sobre la superficie 
externa de la membrana plasmática (Sørensen et al., 1988).  
Como ya se ha indicado, un sustituyente muy característico de estos ácidos 
teicoicos y lipoteicoicos de neumococo es la fosforilcolina que se une covalentemente a 
través de un enlace fosfodiéster a la GalNAc de los mismos. Dependiendo de la cepa se 
pueden encontrar unidas una o dos moléculas de fosforilcolina por cada residuo de 
monómero que forma parte del ácido teicoico (Karlsson et al., 1999). Este aminoalcohol 
confiere propiedades importantes a la bacteria, entre las que se encuentra la capacidad 
de anclar a la pared una familia de proteínas que reconocen esta molécula como ligando 
y que se conocen con el nombre de proteínas de unión a colina (CBPs, “Choline 
Binding Proteins”) (Véase apartado 6.3.2.).  
 
2.3. Membrana plasmática 
 La membrana plasmática es una bicapa lipídica donde se localizan distintas 
proteínas, como son las proteínas de unión a penicilina o PBPs. Estas proteínas son 
dianas de los antibióticos  β-lactámicos, estando implicadas en las etapas finales de la 
síntesis de peptidoglicano. En S. pneumoniae, la membrana plasmática está compuesta 
principalmente por fosfatidilglicerol, cardiolipina, y una gran cantidad de 
glucosildiglicérido y galactosilglucosildiglicérido (Trombe et al., 1979). 
 
3. Auxotrofía para colina 
 
Neumococo tiene un requerimiento nutricional por la N,N’,N’’-
trimetiletanolamina, o colina, ya que sólo es capaz de multiplicarse si este aminoalcohol 
Figura 4. Representación esquemática de los distintos aminoalcoholes en cuya presencia neumococo es 
capaz de crecer. a) N,N’,N’’-trimetilaminoetanolamina o colina; b) N,N’-dimetilaminoetanolamina; c) N-
monometilaminoetanolamina; d) etanolamina. En azul se marca el grupo amino, y en rojo el grupo 
hidroxilo. 
a                                  b                                    c                               d
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se encuentra en el medio de cultivo (Rane & Subbarow, 1940). En su defecto, aunque 
con muchas alteraciones, la bacteria también puede crecer en presencia de análogos 
estructurales de esta molécula como son la N,N’-dimetiletanolamina, la N-
metiletanolamina o la etanolamina (Figura 4) (López et al., 1982; Tomasz, 1968). 
También se ha descrito la capacidad de neumococo para multiplicarse en medios 
carentes de colina a los que se ha añadido poliaminas como la putrescina (Ware et al., 
2005). La colina es la responsable de muchas de las propiedades que analizaremos en 
esta Memoria. Este aminoalcohol se adquiere del medio de cultivo únicamente para 
formar parte de los ácidos teicoicos y lipoteicoicos de la pared celular de la bacteria 
(Behr et al., 1992; Fischer et al., 1993). La colina se incorpora a la pared celular en 
forma de fosforilcolina unida a los ácidos teicoicos y lipoteicoicos.  
La colina es necesaria para la síntesis de la pared bacteriana y, por tanto, 
imprescindible para la división celular; en este sentido, se ha descrito  la existencia de 
una coordinación entre las rutas de biosíntesis de los ácidos teicoicos y del 
peptidoglicano (Fischer & Tomasz, 1984).  La incapacidad de la bacteria para crecer en 
ausencia de un aminoalcohol podría residir en la etapa común de ambas rutas: para 
atravesar la membrana plasmática, tanto los ácidos teicoicos como el disacárido-
pentapéptido requieren de un anclaje al lípido isoprenilo (de Kruijff et al., 2008; 
Freymond et al., 2006). La imposibilidad de los ácidos teicoicos para translocarse a 
través de la membrana cuando no llevan fosforilcolina o algún análogo como 
sustituyente, determinaría el “secuestro” del lípido isoprenilo, lo que implicaría que éste 
fuera incapaz de unirse al MurNAc-pentapéptido, impidiendo su paso a través de la 
membrana plasmática. Como consecuencia, se inhibiría la formación de la pared celular 
y se detendría la multiplicación bacteriana (Fischer & Tomasz, 1984). Aunque la 
incapacidad en la síntesis de la pared bacteriana en medios sin aminoalcohol podría 
residir en el secuestro del lípido isoprenilo por parte de los ácidos teicoicos (o 
subunidades de éstos) no sustituidos con residuos de colina, estudios recientes en los 
que se ha intentado sin éxito la mutación de los genes necesarios para la síntesis del 
ribitol (componente del ácido teicoico) (Baur et al., 2009), podrían estar indicando la 
dependencia de la presencia de ácido teicoico en sí mismo para la síntesis de la pared 
bacteriana. El reemplazamiento en la pared celular de la colina por otros compuestos 
análogos como la etanolamina, altera diferentes procesos fisiológicos de la bacteria 
entre los que se encuentran aquéllos en los que están implicadas las distintas CBPs 
(Tomasz, 1968).  
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Por tanto, podríamos distinguir dos procesos principales en los que está 
implicada la colina, uno puramente estructural y otro fisiológico. La función 
estructural de la colina en la pared puede ser llevada a cabo por diferentes análogos, 
mientras que su sustitución por alguno de ellos impide el correcto funcionamiento de los 
procesos fisiológicos en los que está implicada la colina a través de las CBPs, tales 
como la separación entre las células hijas, el proceso denominado “fratricidio” 
relacionado con la competencia, la lisis celular en la etapa final de crecimiento o la 
inducida por DOC, así como en procesos relacionados con la patogenicidad de la 
bacteria (Claverys & Håvarstein, 2007; de las Rivas et al., 2002; Hammerschmidt, 2006; 
Höltje & Tomasz, 1976). 
Además, la colina también está implicada en procesos inmunológicos no 
mediados por ninguna CBP, como son la interacción con la proteína C-reactiva (CRP) o 
con el receptor del factor de activación de plaquetaria (rPAF) (Fischer, 2000). 
 
3.1. Metabolismo de la colina en neumococo  
 
Los genes de neumococo implicados en el metabolismo de la colina y de los 
ácidos teicoicos se encuentran agrupados en una región específica del genoma de 
neumococo conocida como región lic. Estos genes fueron localizados por homología 
con los responsables del metabolismo de la colina en Haemophilus influenzae (Weiser 
Figura 5. Representación esquemática de la organización del locus lic de neumococo en comparación con 
el locus lic de H. influenzae. La dirección de los marcos de lectura abiertos se marca con flechas. Se 
indica la función potencial de los productos génicos basadas en similitud de secuencia (porcentaje de 
identidad de aminoácidos) (Fischer, 2000). 
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et al., 1997; Zhang et al., 1999). En S. pneumoniae, esta región presenta tres marcos de 
lectura abiertos (ORFs) adicionales con respecto a dicha región en H. influenzae y está 
compuesto por, al menos, dos operones que se transcriben de manera divergente (Kharat 
& Tomasz, 2006), dando lugar a los operones lic1 y lic2 (Figura 5). El operón lic1 
contiene los genes tarI, tarJ, licA, licB y licC (Baur et al., 2009; Kharat & Tomasz, 
2006). Por su parte, el operón lic2 está compuesto por los genes tacF, licD1 y licD2  
(Damjanovic et al., 2007; Kharat & Tomasz, 2006; Zhang et al., 1999).  
En concordancia con lo conocido en H. influenzae, se ha propuesto que los 
genes licA y licB están implicados en la fosforilación y el transporte de la colina hacia el 
interior celular, respectivamente (Weiser et al., 1997), demostrándose una actividad 
colina kinasa en extractos de neumococo (Bean & Tomasz, 1977; Whiting & Gillespie, 
1996a). El gen licC, codifica una CTP:fosforilcolina transferasa que cataliza la reacción 
de formación de CDP-colina, a partir de colina y CTP, liberándose una molécula de 
pirofosfato (Campbell & Kent, 2001; Kwak et al., 2002; Whiting & Gillespie, 1996a, b). 
H. influenzae posee un único gen licD, mientras que en S. pneumoniae encontramos dos 
genes homólogos entre sí, denominados licD1 y licD2, que son a su vez homólogos al 
gen gspG (SPG_0320) de función desconocida y localizado en la región del locus 
capsular de la cepa G54 de S. pneumoniae de serotipo 19F (Zhang et al., 1999). Además, 
licD1 y licD2 se encuentran separados de los genes licA, licB y licC, por tres ORFs 
ausentes en el operón lic de H. influenzae (tarJ, tarI y tacF). Los genes licD1 y licD2 
parecen ser los responsables de la unión de la colina a los ácidos teicoicos, 
especulándose que cada uno de ellos codificaría la proteína responsable de la unión de 
cada una de las dos moléculas de colina ancladas a las repeticiones del ácido teicoico. 
Así, algunas mutaciones en el gen licD2 producen un patrón aberrante de migración en 
el ácido teicoico, correspondientes al patrón que produce el ácido teicoico que contiene 
una única molécula de colina por subunidad (Zhang et al., 1999). Sin embargo, no se 
han podido obtener mutantes en licD1, probablemente debido a los efectos polares sobre 
el gen licD2, lo que impediría la unión de cualquier molécula de colina a los ácidos 
teicoicos (Zhang et al., 1999) y la consecuente parada en la multiplicación celular.  
Las proteínas codificadas por los genes tarJ  y tarI, por similitud de secuencia, 
parecen estar relacionadas con la síntesis del ribitol-fosfato. El ribitol-fosfato es un 
precusor de los ácidos teicoicos y de algunos de los  polisacáridos capsulares (Aanensen 
et al., 2007; Baur et al., 2009; Bentley et al., 2006). Así, TarJ cataliza la reacción de 
formación del D-ribitol-5-P, a partir de ribulosa-5-P, NADH y H+, con la liberación 
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asociada de una molécula de NAD+. El gen tarI, por su parte codifica una CDP-ribitol 
pirofosforilasa, encargada de la catálisis de la reacción de pirofosforilación del D-ribitol-
5-P, formándose CDP-ribitol, a partir del D-ribitol-5-P y CTP, liberándose una molécula 
de pirofosfato; posteriormente, este CDP-ribitol pasaría a formar parte de las cadenas de 
ácido teicoico (Baur et al., 2009), de una manera por el momento desconocida. Además, 
cabe destacar que los genes tarIJ parecen ser imprescindibles para la multiplicación de 
la bacteria en condiciones de laboratorio, incluso en aquellas cepas que no requieren 
colina para su crecimiento (Baur et al., 2009) (ver  apartado 3.2.). 
El gen denominado tacF codifica el transportador TacF (“teichoic acid 
flippase”). Esta proteína sería la responsable de translocar las subunidades (o las 
cadenas poliméricas de ácido teicoico) desde el citoplasma bacteriano hacia la pared 
celular (Damjanovic et al., 2007).  
Los intentos de inactivar diferentes genes de este operón tales como licB, licA, 
licC o licD1 han sido infructuosos (Fischer, 2000), lo que sugiere que la mutación de 
cualquier gen que evite la unión de la colina a los ácidos teicoicos es letal para la 
bacteria pues impediría la formación de la pared. Se ha demostrado que esta 
dependencia de la colina viene determinada por el requerimiento del transportador TacF, 
que sólo sería capaz de translocar el ácido teicoico si lleva anclado, al menos, una 
molécula de colina (Damjanovic et al., 2007). Por tanto, en este transportador residiría 
la dependencia de la colina por parte de neumococo para el crecimiento de la bacteria. 
Es decir, el paso clave del transporte transmembranal de las subunidades o cadenas 
poliméricas de ácido teicoico mediado por TacF, para formar parte de la pared celular, 
requiere la presencia de colina anclada a los residuos de GalNAc presentes en el ácido 
teicoicos (Damjanovic et al., 2007; Fischer, 2000).  
El operón lic1 se transcribe a partir de dos promotores, uno de ellos sujeto a la 
activación de CiaR, regulador de respuesta del sistema de dos componentes CiaRH 
(Halfmann et al., 2007). Por su parte, el operón lic2 se transcribe a partir de un 
promotor localizado en posición 5’ de tacF, independiente de CiaR. La utilización de un 
gen reportero, como la β-galactosidasa, en posición 3’ de los genes licC y licD2, ha 
determinado que la expresión de licD2 se active en condiciones de baja concentración 
de colina en el medio, al contrario de lo que ocurre en la expresión del gen licC (Desai 
et al., 2003). 
Recientemente se ha descrito la existencia de una copia duplicada del operón 
lic1 en H. influenzae, lo que determina la presencia de una o dos moléculas de 
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fosforilcolina ancladas al lipopolisacárido (LPS) de esta bacteria. La diferente cantidad 
de fosforilcolina en el LPS determinó una diferente capacidad de unión por parte de la 
bacteria a CRP, mientras que no se vió diferencia en la capacidad de interacción con 
células epiteliales humanas (Fox et al., 2008). 
 
3.2. Cepas de neumococo independientes de colina 
 
Hasta el momento se han obtenido, por diferentes procedimientos, tres cepas de 
S. pneumoniae capaces de crecer en medios de cultivo carentes de colina. La primera de 
ellas (R6Cho-) se aisló tras la transformación de la cepa de laboratorio R6 con DNA 
cromosómico de S. oralis, una especie que es capaz de incorporar colina, pero que no es 
auxótrofo para ella (Severin et al., 1997). Las otras dos cepas, JY2190 y R6Chi, se 
obtuvieron siguiendo un protocolo en el que la bacteria se cultivaba en concentraciones 
decrecientes de etanolamina, hasta obtener un mutante capaz de crecer en ausencia de 
aminoalcohol (Damjanovic et al., 2007; Yother et al., 1998). Todas estas cepas se 
multiplican en medios carentes de colina, tienen una morfología encadenada y no 
presentan la típica lisis en la fase final del cultivo a 30 y 37ºC, ni tampoco la lisis 
inducida por DOC. Por tanto, estas cepas no han adquirido la capacidad de sintetizar 
colina, ya que estos procesos fisiológicos indican la ausencia de la misma en la pared 
celular. Además, el análisis de la pared celular de estos mutantes descartó la presencia 
de etanolamina (Yother et al., 1998); sin embargo, la estructura del resto de 
componentes de la pared de estos mutantes no se vio modificada en ausencia de 
aminoalcohol (Severin et al., 1997; Yother et al., 1998). Estas características se 
revierten al añadir colina al medio de cultivo, volviendo a presentar los diferentes 
mutantes una morfología en diplococos, lo que determinaría una capacidad de decorar la 
superficie bacteriana con colina cuando ésta es añadida al medio. Se ha comprobado que 
la capacidad de multiplicarse en medios carentes de colina depende del gen tacF 
(Damjanovic et al., 2007). Este gen, por homología de secuencia, codificaría una 
proteína cuya función sería la de transportar los ácidos teicoicos o sus precursores desde 
el citoplasma celular hacia la pared celular, constituyendo un punto restrictivo para la 
salida de los precursores/cadenas de ácidos teicoicos que no lleven colina unida 
covalentemente.  
Para comprobar el efecto en patogénesis y/o colonización de la ausencia de 
colina en la pared celular en el modelo murino, y puesto que en presencia de colina en el 
medio, como es el caso de la sangre, neumococo es capaz de captarla e incorporarla a su 
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pared, se han construido mutantes en los genes responsables de distintos pasos de la 
incorporación de la colina a los ácidos teicoicos, como son los genes licA, licB y licC 
encargados de la fosforilación, transporte hacia el citoplasma y activación a CTP-colina, 
respectivamente (Kharat & Tomasz, 2006). La conclusión de estos experimentos fue 
que las cepas carentes de colina en su pared celular son avirulentas en modelos murinos 
infectados mediante inyección intraperitoneal y que ven disminuida su capacidad 
colonizadora, al igual que se observa en modelos de meningitis en chinchilla 
(Damjanovic et al., 2007; Gehre et al., 2008; Kharat & Tomasz, 2006). 
 
4. La colina en otras especies bacterianas 
 
El hecho de contener colina en la superficie celular no es algo exclusivo de S. 
pneumoniae, aunque sí su auxotrofía. Este aminoalcohol también puede encontrarse en 
distintas especies como H. influenzae, Clostridium beijerinckii, Streptococcus 
constellatus, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Neisseria sp. (García et al., 
1998; Gillespie et al., 1996; Sánchez-Beato & García, 1996; Serino & Virji, 2000), así 
como Pasteurella multocida (Harper et al., 2007), o Pseudomonas aeruginosa (Barbier 
et al., 2008). Los residuos de fosforilcolina pueden encontrarse en lipopolisacáridos, 
fimbrias, cápsulas y ácidos teicoicos y lipoteicoicos (Fischer et al., 1993; Karlsson et al., 
1998; Lysenko et al., 2000a). 
En especies muy próximas a S. pneumoniae, como es el caso de S. oralis, donde 
la colina se encuentra en su pared y no es un requerimiento nutricional, se ha visto que 
la ausencia del aminoalcohol produce en las células una morfología anormal, 
atribuyéndose a la colina un posible papel en el mantenimiento de la forma celular 
(Horne & Tomasz, 1993). S. mitis es otra especie próxima a neumococo, que también 
posee colina en su pared, aunque la auxotrofía depende de la cepa analizada (González 
et al., 2008; Hakenbeck et al., 2009). Entre las cepas de S. mitis, se ha descrito una, la 
cepa SK598, en la que sus ácidos teicoicos contienen etanolamina como sustituyente, 
independientemente del medio de cultivo en el que se incube la bacteria, es decir tanto 
en ausencia como en presencia de colina, así como en ausencia total de cualquier 
aminoalcohol (Bergström et al., 2003). Debido a la peculiaridad de esta cepa de 
contener etanolamina en su pared celular, se ha utilizado como donador para transferir 
esta propiedad, por medio de transformación genética, a una cepa de S. pneumoniae. 
Los resultados de estos experimentos se detallan en el apartado 4.1. de Resultados de 
esta Memoria. 
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5. Metabolismo de la colina 
 
La colina en las células eucarióticas se encuentra principalmente en forma de 
fosfatidilcolina, siendo el fosfolípido mayoritario de las membranas celulares, mientras 
que es poco frecuente en procariotas. En eucariotas, la fosfatidilcolina se sintetiza a 
través de dos vías alternativas: 1) la vía CDP-colina (Hjelmstad & Bell, 1990; Kennedy, 
1961), en la que la CDP-colina se une a una molécula de diacilglicerol para formar 
fosfatidilcolina mediante un proceso catalizado por la enzima CDP-colina:1,2-
diacilglicerol colina fosfotransferasa (EC 2.7.8.2), y 2) por la vía de la metilación, que 
consiste en tres pasos de metilación sucesivos de la fosfatidiletanolamina, donde 
interviene la enzima fosfolípido N-metiltransferasa (EC 2.1.1.71). En las bacterias que 
poseen fosfatidilcolina en sus membranas celulares, se asume que ésta se sintetiza a 
través de una N-metilación de la fosfatidiletanolamina, más que por la vía de la CDP-
colina (Arondel et al., 1993). Sin embargo, se ha descrito también esta primera ruta en 
bacterias, como en el caso de Treponema denticola (Kent et al., 2004), así como la 
descripción de una nueva ruta en la que se lleva a cabo la fusión de la colina 
directamente con CDP-diacilglicerol, por medio de la enzima fosfatidilcolina sintasa 
(EC 2.7.8.24) (Sohlenkamp et al., 2000). La colina puede ser utilizada en bacterias 
tolerantes al estrés osmótico como precursor de glicina-betaína, que funciona como 
osmolito (Lamark et al., 1991; Velasco-García et al., 2006), o puede estar localizada en 
la superficie celular, lo que confiere características importantes en cuanto a la 
interacción con el hospedador.  
La colina es un nutriente imprescindible en humanos, siendo importante como 
precursor de acetilcolina, donador de grupos metilos en diversos procesos metabólicos, 
y en el metabolismo lipídico, aunque puede ser sintetizada en pequeñas cantidades 
(Zeisel, 2006). Esta síntesis tiene lugar a partir del metabolismo de los aminoácidos 
serina, treonina y glicina. Un esquema general de esta ruta se muestra en la Figura 6. 
Como se puede observar en la Figura 6, a partir de la serina y del CDP-diacilglicerol a 
través de una reacción mediada por la fosfatidilserina sintetasa (EC 2.7.8.8), se genera 
la fosfatidilserina (Raetz & Kennedy, 1974). Posteriormente, sobre esta fosfatidilserina 
puede tener lugar una descarboxilación, llevada a cabo por la fosfatidilserina 
descarboxilasa (EC 4.1.1.65) (Satre & Kennedy, 1978), originando la 
fosfatidiletanolamina, que se transforma a través de tres pasos de metilación sucesivos 
catalizados por las enzimas fosfatidil etanolamina metil transferasa (EC 2.1.1.17), y la 
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fosfatidil N-metiletanolamina N-metiltransferasa (EC 2.1.1.71) en lecitina o 
fosfatidilcolina (Hirata et al., 1978). A partir de esta fosfatidilcolina, por medio de la 
fosfolipasa C (EC: 3.1.4.3), se libera una molécula de fosforilcolina y una molécula de 
diacilglicerol (Little & Otnass, 1975); la obtención final de colina libre se consigue por 
medio de la colina kinasa (EC 2.7.1.32) que actúa sobre la fosforilcolina en presencia  
de ADP. Es interesante señalar que a partir de la fosfatidiletanolamina, y a través de la 
fosfolipasa C (EC 3.1.4.3), se genera una molécula de fosfoetanolamina y una de 
diacilglicerol como productos de reacción.  
 
 
 
El análisis detallado del genoma y el proteoma de neumococo parece indicar que 
ninguno de los genes o proteínas necesarias para la obtención de colina a través de 
serina por medio de esta ruta está presente en esta bacteria.  
 
 
 
Figura 6. Esquema general de las rutas metabólicas de los aminoácidos glicina, serina y treonina. 
http://www.genome.jp/kegg/  (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).   
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6. Patogénesis de neumococo 
 
S. pneumoniae se encuentra asintomáticamente en el tracto respiratorio superior 
de, aproximadamente, el 40% de la población general, pudiendo permanecer de esta 
manera durante un período de tiempo variable de entre 12 y 60 días dependiendo de la 
cepa y su tipo capsular (Gray et al., 1980; Smith et al., 1993), lo que se conoce como 
estado de portador. Estos datos de permanencia de los diferentes serotipos de 
neumococo hay que tomarlos con alguna reserva, puesto que sobre ellos podrían estar 
influyendo distintos factores que no dependen de la capacidad de permanecer en el 
tracto respiratorio de una manera directa, como puede ser el hecho de la frecuencia 
absoluta de cada uno de los diferentes serotipos, pudiendo confundirse procesos de 
invasión consecutivos con permanencia en la nasofaringe. Desde este estado de portador, 
neumococo puede diseminarse pudiendo alcanzar el oído medio, los pulmones, la 
sangre o el cerebro, aunque no necesariamente tienen que aparecer síntomas en estas 
localizaciones. En el caso de que aparezcan, se desarrollarán enfermedades tales como 
otitis media, neumonía, bacteriemia o meningitis, respectivamente. La incertidumbre 
sobre la aparición o no de los síntomas demuestra la importancia de los diferentes 
factores de interacción entre el hospedador y la bacteria que determinarán el estado de 
relación entre ellos (Preston & Dockrell, 2008). Uno de los principales factores que 
determina el tipo de relación hospedador-patógeno es el tipo capsular de la bacteria 
donde, de una manera general, se puede decir que los tipos capsulares 7F, 9V, 14 y 23F, 
pero especialmente los 3, 6B y 19F son más virulentos en adultos, mientras que los tipos 
capsulares 1, 4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F  son los principales causantes 
de enfermedad invasiva en niños (Henriques et al., 2000). De igual forma, hay distintos 
factores del hospedador que también influyen en su interrelación con la bacteria, tales 
como la edad, habiendo una mayor incidencia de enfermedad neumocócica en niños de 
hasta 5 años, y ancianos mayores de 65. El estado inmunológico del hospedador 
también es un factor importante a la hora de desarrollar enfermedad, pues el porcentaje 
de aparición de enfermedad aumenta en personas inmunodeprimidas. Asimismo, hay 
que señalar que la invasión previa del sistema respiratorio por otros agentes patógenos, 
como es el caso del virus de la gripe, determina un aumento en la capacidad de 
neumococo para colonizar y/o producir enfermedad (McCullers, 2006). 
En el proceso de patogénesis podríamos distinguir principalmente tres etapas: 
adhesión, invasión, y virulencia. 
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6.1. Factores que determinan la adhesión de neumococo 
Como ya se ha señalado, neumococo se adhiere preferencialmente a las mucosas 
del tracto respiratorio superior (nasofaringe), permaneciendo de esta manera en el 
hospedador (estado de portador). En la mayoría de las bacterias, la adherencia se lleva a 
cabo a través de la presentación de proteínas de superficie que se unen a carbohidratos 
de origen eucariótico, aunque la bacteria también puede estar interaccionando con 
proteínas del plasma y/o localizadas en la matriz extracelular. Se han descrito cuatro 
exoglicosidasas: las neuraminidasas NanA y NanB, la β-galactosidasa BgaA, y la β-N-
acetilglucosaminidasa StrH. NanA, BgaA y StrH actúan secuencialmente sobre distintos 
residuos glicosilados eliminando los residuos de ácido siálico, Gal y GalNAc, 
respectivamente (King et al., 2006). La capacidad de desglicosilar receptores humanos 
de manera secuencial por parte de estas desglicosidasas (NanA, BgaA y StrH), podría 
permitir a la bacteria poner de manifiesto receptores glicosilados que facilitarían su 
adhesión a las células del hospedador. Además, se ha sugerido la importancia del 
reconocimiento y desglicosilación de diferentes azúcares, en el hecho de que 
neumococo sólo tenga como hospedador prácticamente único, a la especie humana 
(King et al., 2006). Muy recientemente se ha descrito una nueva glicosidasa de 
neumococo denominada BgaC que parece estar implicada en la hidrólisis específica del 
disacárido Galβ1→3-GlcNAc, estando implicada en la actividad infecciosa de S. 
pneumoniae (Jeong et al., 2009).  
La cápsula que rodea a neumococo es otro de los factores que influye en la 
capacidad de adhesión de neumococo al tracto respiratorio; la cápsula protege a la 
bacteria de la fagocitosis por parte de los macrófagos, ya que evita la unión de los 
macrófagos al complemento que se deposita sobre la bacteria. Se ha comprobado que 
cantidades elevadas de cápsula actúan inhibiendo la adhesión celular, pero la cápsula es 
necesaria para una colonización eficaz y mantenida (Magee & Yother, 2001). Asimismo, 
la inhibición de la adhesión en la nasofaringe en presencia de anticuerpos capsulares 
demuestra que la cápsula se expresa y es necesaria en este ambiente (Dagan et al., 2002); 
sin embargo, aunque grandes cantidades de cápsula inhiben la adhesión celular (Kim & 
Weiser, 1998; Talbot et al., 1996), esta cápsula es un requisito sine qua non para la 
patogenicidad de neumococo, aumentando su expresión en infecciones sistémicas 
(Ogunniyi et al., 2002). Por otro lado, se ha observado que la producción de cápsula se 
ve reprimida en contacto con células epiteliales (Hammerschmidt et al., 2005). En 
estudios de formación de biopelículas se ha visto que los diferentes tipos capsulares 
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influyen de manera diferente en la capacidad de neumococo para formar estas 
estructuras sobre superficies abióticas (Moscoso et al., 2006). Además, se ha 
comprobado que en el proceso de formación de biopelículas, neumococo tiende a perder 
la cápsula (Hall-Stoodley et al., 2008; Muñoz-Elias et al., 2008; Waite et al., 2001; 
Waite et al., 2003). Recientemente, se han estudiado los distintos patrones de expresión 
en células epiteliales de faringe humana durante la adhesión de diferentes cepas de 
neumococo, tanto acapsuladas como con distintos tipos de cápsula, determinándose los 
genes importantes que se expresan en el hospedador durante las primeras etapas de 
colonización de neumococo (Bootsma et al., 2007). 
La presencia de pili en algunas especies es importante a la hora de llevar a cabo 
la adhesión sobre diversas superficies, como es el caso de Actinomyces sp., donde la 
presencia de pili favorece su adhesión a superficies dentales y mucosas (Li et al., 2001).  
Se ha descrito la existencia de pili en algunas cepas de neumococo, cuyas proteínas 
están codificadas en una región específica del genoma contenida en la isla de 
patogenicidad rlrA (Hava et al., 2003). Esta isla de patogenicidad está presente en 
algunas cepas clínicas, pero no en todas. Se ha demostrado la importancia de estos pili 
para la adhesión a células epiteliales pulmonares, así como para favorecer la 
inflamación de los tejidos. Una vez que neumococo se encuentra en la sangre, la 
presencia de pili parece influir en la gravedad de la alteración patogénica (Barocchi et 
al., 2006). 
En el proceso de colonización de neumococo intervienen, además de lo 
mencionado anteriormente, diferentes proteínas de la bacteria capaces de unir distintos 
componentes de la matriz extracelular, superficie celular o proteínas del suero del 
hospedador. Así, se ha descrito la importancia de distintas proteínas de superficie 
bacterianas en adhesión, como son algunas CBPs tales como Pce y CbpG a superficies 
celulares (Gosink et al., 2000), así como LytA, LytC, LytB, CbpA (PspC), PcpA y 
PspA en la adhesión a superficies abióticas (Moscoso et al., 2006). Un estudio más 
detallado sobre las CBPs se trata en el apartado 6.3.2. de esta Memoria. 
Hay otras muchas proteínas a las que se les ha asignado un papel importante en  
colonización o patogénesis, dentro de diversos grupos de clasificación de proteínas, 
como proteasas (HtrA, proteasa de IgA, las zinc metaloproteasas ZmpB, C y D), o 
lipoproteínas como PsaA, que forma parte del transportador de manganeso (Johnston et 
al., 2004). Además, también se han descrito proteínas de neumococo capaces de 
reconocer proteínas de la matriz extracelular humana como la fibronectina, reconocida 
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por PavA, o el plasminógeno reconocido por las proteínas gliceraldehido fosfato 
deshidrogenasa (GAPDH), enolasa y Pce (Attali et al., 2008; Bergmann & 
Hammerschmidt, 2006). 
En ensayos de adherencia en los que se ha tratado previamente la bacteria con 
tripsina, con el fin de eliminar las proteínas de superficie, se ha visto que la capacidad 
de adhesión de neumococo sigue siendo de aproximadamente el 50%, lo que indica que 
la capacidad de adhesión, en cierta medida, depende de componentes no proteicos. 
Además, se ha observado que esta adhesión que permanece tras el tratamiento con 
tripsina, se inhibe en presencia de paredes de neumococo solubles purificadas, o cuando 
la colina se reemplaza por etanolamina (Cundell et al., 1995; Geelen et al., 1993). 
 
6.2. Invasividad de neumococo 
Neumococo es capaz de pasar de un estado asintomático en la nasofaringe 
humana, a un estado invasivo en el que puede causar enfermedad, por lo que se necesita 
algo más que una simple adhesión a las células epiteliales para llegar a la etapa de 
virulencia. Se ha propuesto un paso de transcitosis en el que neumococo sería capaz de 
atravesar las células epiteliales, mediada por rPAF (Cundell et al., 1995). El PAF es una 
potente quimioquina con actividad proinflamatoria, cuya estructura molecular consiste 
en un fosfolípido. Al unirse a su receptor (rPAF), provoca un aumento de la 
permeabilidad en la célula endotelial, y una extravasación de leucocitos. Neumococo 
reconoce el rPAF, posiblemente a través de los residuos de colina presentes en la 
superficie de la pared bacteriana, permitiendo la internalización de la bacteria en la 
célula epitelial, proceso que podría estar determinando la invasión neumocócica. En 
estudios con ratones carentes de rPAF se ha descrito que, tras una infección intranasal, 
la capacidad virulenta de neumococo se ve retrasada y atenuada (Rijneveld et al., 2004). 
El rPAF aparece en la superficie de células activadas durante los procesos inflamatorios 
y tras infecciones virales, lo que podría explicar la mayor probabilidad de infección 
neumocócica, después de determinadas infecciones virales. Además, se ha comprobado 
que la pared celular de neumococo está implicada en los procesos inflamatorios 
(Tuomanen et al., 1985).   
La virulencia de neumococo parece estar relacionada con la hiperreacción y 
desregulación de la respuesta inflamatoria del sistema inmune frente a la bacteria. La 
eliminación de neumococo en el organismo se lleva a cabo por procesos de fagocitosis, 
hecho que se ve favorecido en presencia de anticuerpos frente a distintos componentes 
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de la bacteria, estos anticuerpos se presentan bien por una infección anterior, por la 
aplicación de una vacuna previa, o incluso tras pasar por un estado de portador (Musher 
et al., 1997). La principal vía de ataque hacia neumococo por parte del sistema inmune 
tiene lugar a través de la vía del complemento, que determinará su posterior fagocitosis. 
La deposición del complemento sobre la superficie de la bacteria, que conlleva la 
opsonización y posterior fagocitosis, puede tener lugar por medio de tres vías: a) la vía 
clásica, donde el primer paso que desencadena la deposición del complemento tiene 
lugar, principalmente, por el reconocimiento del patógeno por parte de una 
inmunoglobulina, por lo que es un proceso específico; aunque también se ha descrito su 
activación por medio de proteínas de respuesta aguda, o inmunoglobulina M natural, 
Figura 7.  Representación esquemática de los mecanismos de activación del complemento. a) vía clásica;  
 b) vía alternativa (Mitchell, 2003). 
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entre otras; b) la vía de la lectinas (lectinas de unión a manosa y ficolinas) que no 
parece tener un papel determinante en las infecciones por S. pneumoniae (Brouwer et al., 
2008) y c) la vía alternativa; esta última es iniciada por la unión covalente de pequeñas 
cantidades de C3b a grupos hidroxilo de carbohidratos y proteínas de la superficie 
celular, que no depende de un reconocimiento específico, posteriormente el factor B se 
une a este C3b, lo que determinará una amplificación final de la activación del 
complemento. La señalización final de estas tres vías converge en el componente C3b 
del complemento que interaccionará con el fagocito, promoviendo la fagocitosis de la 
bacteria. En el caso de neumococo, parece que la cápsula es la responsable de que no se 
produzca un reconocimiento entre el componente C3b y el fagocito, inhibiéndose así la 
fagocitosis (Figura 7) (Jonsson et al., 1985). 
La CRP tiene diversas funciones en el sistema inmune innato, entre ellas la 
eliminación de células dañadas y/o la regulación de la respuesta inflamatoria. Estas 
funciones de CRP dependen de la unión a un ligando, la activación del complemento, o 
la unión a receptores Fcgamma sobre las células fagocíticas. CRP es capaz de reconocer 
la colina unida a la superficie celular de la bacteria, promoviendo la respuesta innata del 
sistema inmune frente a neumococo. CRP está presente normalmente en sangre, a una 
concentración <5 μg/ml, siendo rápidamente sintetizada tras un daño, infección o 
trauma, hasta llegar, en fase aguda, a 100-500 μg/ml (Du Clos & Mold, 2001; Volanakis, 
2001). CRP interacciona con el sistema inmune activando la vía clásica del 
complemento, permitiendo la opsonización a través de C3b, permitiendo la fagocitosis 
de determinados patógenos, al igual que estimula la síntesis de citoquínas y 
quimioquinas por unión directa a receptores de leucocitos (Kaplan & Volanakis, 1974; 
Mortensen et al., 1976). Como ya se ha comentado, CRP es capaz de reconocer la 
colina que se dispone sobre la superficie bacteriana, uniéndose a ella y llevando a cabo 
las diferentes funciones propias de esta proteína. Esto conllevaría una fagocitosis final 
del patógeno, en este caso neumococo. Algunos estudios apuntan que el papel protector 
de CRP frente a neumococo no se llevaría a cabo a través de una interacción con la 
bacteria sino mediante una actuación sobre las células efectoras de la respuesta inmune 
(Suresh et al., 2007). En modelos de infección murinos, tratando los ratones con CRP 
humana inyectada intravenosamente, o por medio de un transgén en los mismos 
expresando CRP humana, se ha visto una reducción en la concentración de bacterias en 
sangre cuando CRP es inyectada en las etapas tempranas de la infección (Agrawal et al., 
2008). De igual manera, se ha visto que CRP puede influir en la adhesión, ya que al 
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unirse a la fosforilcolina de la pared, no permitiría su unión al rPAF (Gould & Weiser, 
2002). Además, también se ha visto en algunas especies como H. influenzae que el 
hecho de poseer colina en la pared celular inhibe la acción de péptidos protectores que 
se expresan en el tracto respiratorio inferior (Lysenko et al., 2000b).  
 
6.3. Proteínas de superficie de Streptococcus pneumoniae 
Las bacterias presentan una variedad de moléculas en su superficie. Estas 
moléculas toman parte en numerosos procesos de interacción con el hospedador, con 
tejidos y otras moléculas, siendo esenciales para la patogénesis de la bacteria durante la 
colonización y/o los estados de dispersión e invasión, por lo que muchas de ellas son 
factores de virulencia. 
El estudio bioinformático del genoma y proteoma de la cepa rugosa R6 de 
neumococo reveló que contiene 153 proteínas con péptido señal, lo que determinaría a 
priori su presencia en la superficie bacteriana. Por otra parte, en el aislado clínico 
Norwegian de tipo 4, TIGR4 (Tettelin et al., 2001), se ha postulado la existencia de 256 
proteínas con péptido señal (Tabla 1)  (Tettelin y Hollingshead, 2004). 
En cuanto a la funcionalidad de estas proteínas de superficie, es interesante 
señalar que de las 19 proteínas ancladas a través del dominio LPxTG en la cepa TIGR4, 
16 son enzimas potencialmente relacionadas con la degradación de ciertos compuestos, 
como son proteasas y hexosaminidasas (Tettelin & Hollingshead, 2004). Asimismo, al 
menos 5 CBPs (LytA, LytB, LytC, CbpD, y Pce) están implicadas en la hidrólisis de 
diferentes enlaces de la pared celular en la cepa R6 (de las Rivas et al., 2001, 2002; 
García et al., 1999b; Howard & Gooder, 1974; Kausmally et al., 2005). Se ha postulado 
que CbpD también es una mureín-hidrolasa implicada en el fenómeno del “fratricidio” 
(ver más adelante), pero su actividad enzimática no se ha demostrado convincentemente 
(Eldholm et al., 2009).. Mediante estudios in silico se ha determinado además la 
presencia de dos genes de secreción secA (secA1 y secA2) en la cepa TIGR4, al 
contrario de lo que ocurre en la cepa R6, donde únicamente aparece un gen secA. Esta 
proteína SecA es el componente principal de la ruta de secreción proteica y es la 
encargada de la secreción de proteínas que poseen péptido señal en la superficie celular 
(Rusch & Kendall, 2007). Se han encontrado también en otras bacterias como S. 
gordonii (Bensing & Sullam, 2002) o S. mutans (Hu et al., 2008). 
 
 
Introducción 
22 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Además de estas proteínas que poseen péptidos señal canónicos y que se 
encuentran en la superficie bacteriana, también existen otras donde el mecanismo que 
conduce a su localización en la superficie celular es desconocido, ya que no tienen 
péptido señal ni un motivo de anclaje a la pared o membrana bacteriana, como son los 
casos de las proteínas de superficie enolasa, PavA o GAPDH (Bergmann & 
Hammerschmidt, 2006). 
Debido a la importancia que presentan las proteínas de superficie en la 
interrelación con el hospedador, estas proteínas constituyen buenas candidatas como 
dianas de fármacos específicos. Además, la localización superficial de estas dianas 
facilitaría la llegada del fármaco al sitio de acción puesto que no tendría que atravesar 
las envolturas exteriores. Igualmente, estas proteínas también serían candidatas como 
antígenos para la preparación de vacunas frente a estas bacterias patógenas. 
 
6.3.1. Proteínas unidas a la pared celular a través del motivo LPxTG 
Las proteínas pertenecientes a este grupo son translocadas a la pared celular, a 
través de una transpeptidación llevada a cabo por una enzima denominada sortasa, de la 
que únicamente existe una copia en la cepa de laboratorio R6, al contrario de lo que 
ocurre en la cepa TIGR4, donde aparecen cuatro genes codificantes de sortasas. Este 
dato es sorprendente ya que en neumococo, y en concreto en esta última cepa no es muy 
elevado el número de proteínas ancladas a través del motivo LPxTG a la pared. Este 
tipo de proteínas son las únicas conocidas que se unen covalentemente a la pared de las 
bacterias, mediante una señal de corte consistente en el motivo LPxTG, seguido por 
unos 20 aminoácidos hidrofóbicos, y una cola de aminoácidos cargados positivamente, 
normalmente dispuestos en la región C-terminal de la proteína (Navarre & Schneewind, 
1999). Se ha demostrado que esta sortasa en neumococo procesa diferentes proteínas de 
Característica proteínas  TIGR4,  virulenta R6, avirulenta 
Péptido señal 256 153 
Lipoproteína 47 42 
LPxTG 19 13 
CBPs 15 10 
TOTAL 337 218 
Tabla 1.  Predicción del  tipo y número de proteínas de superficie en dos cepas de  neumococo  
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superficie, como la β-galactosidasa BgaA, o la neuraminidasa NanA (Kharat & Tomasz, 
2003), proteínas que ya han sido discutidas con anterioridad en cuanto a su importancia 
en la adhesión celular. Mutaciones en el gen de la sortasa en la cepa de neumococo 
R36A, capsulada de tipo 3, reducen la capacidad de la bacteria a la hora de adherirse a 
las superficies celulares, mientras que no influyen en la virulencia de la bacteria en un 
modelo murino de infección intraperitoneal (Kharat & Tomasz, 2003), o en el modelo 
de chinchilla (Chen et al., 2005). Asimismo, se ha demostrado el papel de esta sortasa 
como un factor de eficacia biológica de la bacteria, así como el papel de esta proteína en 
adherencia, dependiente de la expresión capsular (Paterson & Mitchell, 2006). Todos 
estos datos indican la importancia de determinadas proteínas que se unen a la pared a 
través del dominio LPxTG en el proceso de adhesión celular.  
 
6.3.2. Proteínas de unión a colina 
Las CBPs son proteínas que reconocen específicamente colina como sitio de 
anclaje, lo que determina su localización en la pared bacteriana. Esta familia de 
proteínas no se encuentra únicamente en S. pneumoniae, sino que aparece en otras 
especies que contienen colina en su pared, como C. beijerinckii (Sánchez-Beato & 
García, 1996) o S. mitis (Hakenbeck et al., 2009; Moscoso et al., 2005b), aunque la 
familia de CBPs más ampliamente estudiada pertenece a neumococo y sus fagos. 
 
6.3.2.1. Organización en dominios de las CBPs de S. pneumoniae y sus fagos 
Las CBPs del sistema de neumococo están codificadas tanto por el cromosoma 
bacteriano como por el genoma de los fagos que le infectan (Tabla 2). El número de 
CBPs de  S. pneumoniae varía con la cepa bacteriana analizada, desde 10 hasta 15. 
Todas estas CBPs tienen la característica común de ser proteínas modulares compuestas 
por, al menos, dos dominios diferenciables, uno de reconocimiento de la colina, 
denominado dominio de unión a colina, que permite a la proteína unirse de forma no 
covalente a los residuos de colina de la pared bacteriana, y otro dominio funcional 
encargado de la actividad fisiológica de la proteína. Este último dominio tiene diversas 
funcionalidades entre las proteínas de esta familia, incluyéndose algunos que 
determinan actividades enzimáticas, como amidasas (LytA), lisozimas (LytC, Cpl-1), 
peptidasas con dominio CHAP (CbpD), colinesterasa (Pce), posible glucosaminidasa 
(LytB), posible proteasa (GbpG), así como otros dominios que, aunque no tienen una 
secuencia primaria relacionada con una funcionalidad concreta, se han identificado 
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como adhesinas (CbpA también llamada PspC), o con capacidad de interacción con el 
complemento o unión a lactoferrina (PcpA). 
A excepción de LytC y LytB el dominio de unión a colina generalmente se 
encuentra en el extremo C-terminal de la proteína. Este dominio está compuesto por 
repeticiones en número variable de lo que se denomina “motivo de unión a colina”, 
(ChBR) consistente en repeticiones de 20 aminoácidos, muchos de ellos aromáticos, 
respondiendo a la secuencia consenso: 
 
        G W V K D N G T W Y Y L N S S G A M A T 
            L Q   K D         D   D   S   
    
                           76 87 32  56  34 35  52 30  92  91 84 57  43 27 44  97 35  77 57  66 
                    17  24     22  20               22     22     27 
 
Figura 8. Secuencia consenso de aminoácidos que componen el motivo de unión a colina. Los números 
indican la probabilidad de encontrar el residuo en esa posición  (García et al., 1998). 
  
Todas las CBPs del sistema de neumococo, excepto LytA, CbpG y 
previsiblemente CbpI, así como todas las de origen fágico, contienen un péptido señal 
que determina su localización en la superficie celular. Por otra parte, se ha demostrado 
la capacidad de intercambio entre los distintos dominios de las CBPs, observándose que 
las funcionalidades de cada uno de los dominios se mantienen de una manera 
independiente (López et al., 1997). Estos experimentos dieron un fuerte apoyo a la 
teoría de la recombinación génica entre regiones codificantes de dominios con 
funcionalidad independiente, lo que da lugar  a  proteínas  con  propiedades  emergentes,  
fruto de la combinación de diferentes dominios (López et al., 1997). 
Hay que señalar que los genes que codifican estas CBPs se encuentran 
distribuidos en el cromosoma de una manera aparentemente aleatoria, y no parecen 
presentar una secuencia promotora común, por lo que parece que no están formando 
parte de un regulón. 
Se han cristalizado diferentes CBPs, tanto bacterianas como fágicas (Fernández-
Tornero et al., 2001; Hermoso et al., 2003; Hermoso et al., 2005), lo que ha permitido 
conocer la estructura común de los dominios de unión a colina. Este dominio se 
estructura en forma de solenoide compuesto únicamente por láminas β que forman una 
superhélice levógira; esta estructura peculiar se mantiene por las moléculas de colina 
que se disponen en la interfase hidrofóbica de dos láminas β consecutivas. 
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             TIGR4           R6 NOMBRE EN LA 
BIBLIOGRAFÍA 
REPETICIONES 
LOCALIZACIÓN 
       ACTIVIDAD             REFERENCIA 
Autolisina 
 (SP1937) 
LytA 
 (spr1754) 
LytA 7 
C-terminal 
Amidasa (Howard & Gooder, 1974)4) 
Endo-β-N-
acetilglucosaminidasa 
(SP0965) 
LytB 
(spr0867) 
LytB 18 
N-terminal 
Glucosaminidasa (García et al., 1999a) 
(Moscoso et al., 2005b) 
LytC 
 (SP1573) 
LytC  
(spr1431) 
LytC 11 
N-terminal 
Lisozima (García et al., 1999b)  
(Moscoso et al., 2005a) 
Choline binding protein E 
(SP0930) 
LytD 
 (spr0831) 
Pce 10 
Región C-terminal 
Colinesterasa (de las Rivas et al., 2001) 
(Vollmer & Tomasz, 2001)1) 
Pneumococcal-surface-
proteinA 
(SP0117) 
PspA 
(spr0121) 
PspA 9-10 
C-terminal 
Confiere protección 
immunológica. 
Unión lactoferrina 
(Ren et al., 2004) 
(Shaper et al., 2004) 
Choline-binding-protein 
C (SP0377) 
CbpF  
(spr0337) 
CbpC/CbpF 7 
C-terminal 
Inhibición de LytC (Molina et al., 2009) 
Choline-binding-protein J 
(SP0378) 
 
----- 
 
----- 
7 
C-terminal 
 
------ 
 
------ 
Choline binding protein G 
(SP0390) 
Proteína 
truncada 
CbpG 3 
C-terminal 
Serín proteasa. 
Colonización, 
degradación matriz 
extracelular 
(Gosink et al., 2000) 
(Mann et al., 2006) 
Choline binding protein F 
(SP0391) 
PcpC 
(spr0351) 
CbpF/PcpC 5-7 
C-terminal 
 
------ 
 
------ 
Hypothetical 
pneumococcal surface 
protein (SP0667) 
Hypothetical 
protein 
(spr0583) 
 
------ 
4-7 
C-terminal 
Dominio EXCALIBUR 
(Región de 
reconicimiento de 
calcio) 
 
(Hakenbeck et al., 2009) 
Truncated protein 
(SP1417) 
SpsA truncation 
(spr1274) 
 
------ 
3 
C-terminal 
 
------ 
 
------ 
Choline binding protein 
PcpA (SP2136) 
PcpA  
(spr1945) 
PcpA 7-10 
 C-terminal 
Posible adhesina 
 
 
(Glover et al., 2008) 
 
Choline binding protein A  
(SP2190) 
PspC  
(spr1995) 
CbpA 
PspC 
SpsA 
10 
C-terminal  
Unión a receptor 
polimérico 
immunoglobulinas. 
Interacción con factor H 
del complemento 
(Hammerschmidt et al., 2000) 
(Janulczyk et al., 2000) 
(Lu et al., 2006) 
Choline binding protein D 
(SP2201) 
 
CbpD  
(spr2006) 
CbpD 4 
C-terminal 
Implicada en el 
fratricidio inducido en 
competencia 
(Kausmally et al., 2005) 
Choline binding protein I 
 (SP0697) 
 
------ 
CbpI 6 
C-terminal 
 
------ 
(Paterson et al., 2006) 
Tabla 2.  CBPs de las cepas de neumococo R6 y TIGR4
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6.3.2.2. Papel biológico de las CBPs 
Las CBPs, como ya se ha indicado con anterioridad, reconocen la fosforilcolina 
de los ácidos teicoicos y lipoteicoicos. Esta propiedad determina que desempeñen dos 
tipos de funciones principales. Por un lado, en relación con la propia pared celular 
bacteriana, se encuentra un grupo  de  CBPs  implicadas  en  la  hidrólisis  de  la  misma,  
como son LytA, LytB, LytC, Pce y posiblemente CbpD. Esta hidrólisis tiene 
importancia no sólo en el reciclado de la pared celular y la división celular (de las Rivas 
et al., 2002; Whiting & Gillespie, 1997), sino también en procesos tales como la 
transformación genética (Claverys & Håvarstein, 2007; Kausmally et al., 2005; 
Moscoso & Claverys, 2004), , la autolisis (García et al., 1985; García et al., 1999b), la 
resistencia a penicilina (Fernebro et al., 2004), o el denominado “fratricidio” (Guiral et 
al., 2005). 
Este “fratricidio” consiste en la inducción de la lisis de células de neumococo o especies 
muy relacionadas que coexisten en un mismo hábitat y en el mismo tiempo (alolisis). 
Esta lisis se produce en un momento puntual del ciclo vital de la bacteria como es el 
estado de competencia, que se activa por un sistema de “quorum-sensing” mediado por 
el denominado factor de competencia (péptido de 17 aminoácidos de secuencia 
específica para distintas cepas de S. pneumoniae) (Alloing et al., 1996; Pozzi et al., 
1996). Estas bacterias “competentes” son capaces de inducir la lisis en aquéllas que no 
han entrado en dicho estado. En esta lisis están implicadas distintas CBPs como LytA, 
LytC y CbpD (Claverys & Håvarstein, 2007; Eldholm et al., 2009).  
Por otro lado, y puesto que una de las características de esta familia de proteínas 
es su localización en la superficie bacteriana, existe otro grupo de CBPs implicadas 
principalmente en la interacción con el hospedador, como son principalmente PspA, 
CbpA, PcpA y CbpG, que tienen importancia en la adhesión y colonización de 
diferentes nichos en el hospedador, y/o evasión del sistema inmune del mismo, así como 
la degradación de proteínas de la matriz extracelular (Jedrzejas, 2006; Li et al., 2007; 
Mann et al., 2006). 
PspA (“Pneumococcal surface protein A”) es una proteína expresada por  los 
diferentes serotipos clínicamente importantes (Crain et al., 1990), que desempeña un 
papel relevante en la protección de la bacteria frente al sistema inmune. Las mutaciones 
en su gen codificante pspA atenúan la virulencia, así como favorecen la deposición del 
complemento sobre la bacteria (Ren et al., 2004; Yuste et al., 2005). PspA también se 
une a la lactoferrina, y aunque neumococo no es capaz de utilizar la lactoferrina como 
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fuente de hierro, PspA es capaz de bloquear el efecto que posee esta proteína, en su 
forma de apolactoferrina, como bacteriocina en la respuesta inmune innata (Jedrzejas, 
2006; Senkovich et al., 2007; Shaper et al., 2004). La vacunación en ratones con esta 
proteína, produce una deposición eficiente del complemento sobre la bacteria, 
determinando una alta protección frente a la infección por neumococo (Ferreira et al., 
2009). Esta protección se ve aumentada cuando se usaron vacunas conjugadas de PspA 
con polisacáridos (Csordas et al., 2008); además, también se ha visto una protección a 
través de la leche materna en ratones cuyas madres fueron vacunadas con esta proteína 
de forma intranasal (Katsurahara et al., 2008). Se ha observado que la expresión de 
pspA está regulada por el sistema de dos componentes VicRK (Ng et al., 2005). En la 
región N-terminal de PspA se encuentra un dominio N-terminal hipervariable, 
estructurado en una superhélice y en una región rica en prolinas que podría tener una 
función de conector entre los dominios C y N-terminal. Actualmente se pueden 
diferenciar 3 familias de esta proteína, según la región hipervariable localizada en el 
extremo N-terminal. 
CbpA (“Choline binding protein A”), también denominada PspC 
(“Pneumococcal surface protein C”) o SpsA (“Streptococcus pneumoniae surface A”) es 
la principal adhesina de neumococo descrita hasta la fecha (Hammerschmidt, 2006). 
CbpA es una proteína multifuncional, ya que promueve la unión de neumococo a la 
nasofaringe a través de su interacción con el ectodominio del receptor polimérico de 
inmunoglobulinas (plgR) (Hammerschmidt et al., 2000; Zhang et al., 2000). Además, 
CbpA protege a la bacteria frente al sistema inmune por medio de su unión al factor H 
implicado en la deposición del complemento a través de la vía alternativa (Janulczyk et 
al., 2000; Lu et al., 2006; Lu et al., 2008). La regulación de la expresión de cbpA está 
controlada por el mismo sistema de dos componentes VicRK (Standish et al., 2005) que 
regula la expresión de pspA (Standish et al., 2007). La región N-terminal de CbpA está 
estructurada en una superhélice dividida en una región hipervariable y dos repeticiones 
directas. Estas últimas repeticiones están muy conservadas entre las distintas cepas y se 
supone que están relacionadas con la unión a plgR (Luo et al., 2005). A continuación 
tiene una región rica en prolinas que, en la cepa D39, muestra una alta similitud con la 
región rica en prolinas de PspA (Brooks-Walter et al., 1999). Algunas variantes de esta 
proteína, descritas como proteína Hic (Janulczyk et al., 2000), localizadas en la misma 
región génica, contienen un dominio LPxTG, típico de proteínas que se anclan a la 
pared celular de forma covalente.  Es interesante señalar que los anticuerpos frente a 
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esta región rica en prolinas de CbpA parecen tener una gran importancia en la 
protección frente a la infección por esta bacteria (Brooks-Walter et al., 1999). 
PcpA es una proteína que se ha relacionado con la patogénesis de neumococo en 
estudios de un amplio rango de mutantes en diferentes genes de la bacteria (Hava & 
Camilli, 2002). La función de esta proteína en patogénesis parece que tiene lugar 
principalmente en infecciones pulmonares (Hava & Camilli, 2002). En su región N-
terminal, PcpA contiene regiones ricas en leucinas, que han sido relacionadas en 
diferentes proteínas con una amplia variedad de funciones, tales como apoptosis, 
adhesión celular, transducción de señales, etc. (Braun & Cossart, 2000; Kobe & Kajava, 
2001). La regulación en la expresión de pcpA está bajo el control del regulador PsaR, 
dependiente de la concentración de manganeso en el medio. Así, a concentraciones de 
50 µM de manganeso la expresión del gen se reprime, mientras que a concentraciones 
de 0.1 µM la expresión de pcpA es máxima (Johnston et al., 2006). 
LytA es la CBP que se ha estudiado en mayor profundidad, siendo la principal 
enzima autolítica de neumococo, con una masa molecular de 36 kDa; está altamente 
conservada entre las distintas cepas y sólo hay alguna diversidad en regiones concretas 
de su secuencia génica (Gillespie et al., 1997; Llull et al., 2006a). La enzima es una N-
acetilmuramil-L-alanil amidasa y su dominio de unión a colina (C-LytA) fue la primera 
estructura cristalizada perteneciente a la familia de CBPs de neumococo. Este dominio 
C-LytA está organizado en seis horquillas β que se disponen en forma de superhélice 
levógira formando un solenoide (Fernández-Tornero et al., 2001). Además de los 6 
motivos típicos de unión a colina, C-LytA contiene un motivo adicional que no 
responde a la secuencia consenso pero se estructura de manera similar a los demás. Este 
último motivo está implicado en el proceso denominado “conversión” de la enzima, es 
decir la capacidad de LytA de pasar de una forma E de baja actividad específica, a otra 
forma C más activa. Para esta “conversión” es necesaria la dimerización de la proteína, 
que requiere la presencia de colina en el medio (Romero et al., 2007). LytA es 
responsable de la autolisis del cultivo a 37ºC en fase estacionaria tardía, de la lisis 
inducida por sales biliares, así como de la liberación de DNA relacionado con el estado 
de competencia del cultivo y el proceso de alolisis, denominado “fratricidio” (Höltje & 
Tomasz, 1976; Moscoso & Claverys, 2004). La ausencia de LytA produce el efecto 
conocido como “tolerancia” de S. pneumoniae a antibióticos β-lactámicos, pasando 
estos antibióticos de ser bactericidas a bacteriostáticos en ausencia de esta enzima. La 
actividad enzimática de LytA se inhibe en presencia de ácidos lipoteicoicos en forma 
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micelar, así como en alta concentración de colina en el medio; esta inhibición de la 
enzima en presencia de ácidos lipoteicoicos de la bacteria es no competitiva, y se 
revierte por la adición de DOC (Briese & Hakenbeck, 1985; Fernebro et al., 2004; 
Höltje & Tomasz, 1976). Una característica peculiar de esta enzima es la ausencia de 
péptido señal, de tal manera que su translocación desde el citoplasma a la pared celular 
debe estar regulada de una forma alternativa aún desconocida. Se ha localizado 
preferencialmente en la zona ecuatorial de la superficie (Díaz et al., 1989). 
La utilización de LytA como vacuna ha demostrado que aquellos ratones 
tratados previamente con esta enzima tenían una mayor supervivencia frente a los 
controles no tratados (Berry et al., 1989). Además, se ha utilizado esta enzima con 
resultados prometedores en el tratamiento de infecciones en modelo murino por 
inyección intraperitoneal (Rodríguez-Cerrato et al., 2007). La influencia de esta enzima 
en la patogenicidad de neumococo parece radicar en la liberación de fragmentos 
celulares tras la lisis de la bacteria, que producirían la respuesta inflamatoria, así como 
la liberación de factores de virulencia como la neumolisina y la neuraminidasa.  
LytC es una glicosidasa con una masa molecular, en su forma madura, de 55 
kDa. Se trata de una lisozima y, al contrario de la organización general de las CBPs, el 
dominio de unión a colina se encuentra en el extremo N-terminal compuesto por once 
repeticiones del motivo de unión a colina. Esta enzima coopera con LytA en la autolisis 
de neumococo a 30ºC y está también implicada en el proceso de liberación de DNA 
relacionado con la competencia y el proceso conocido como “fratricidio” (Claverys et 
al., 2007; García et al., 1999b; Moscoso & Claverys, 2004).  
LytB es una supuesta glucosaminidasa con una masa molecular, en su forma 
madura, de 78 kDa. Se trata igualmente de una enzima que degrada enlaces en el 
peptidoglicano de manera localizada pues es la responsable de la separación de las 
células hijas, evitando la formación de cadenas, que pueden observarse en el caso del 
mutante lytB. Está estructurada igual que LytC: en el extremo N-terminal se localiza el 
dominio de unión a colina, compuesto por 18 repeticiones (en la cepa R6 de 
neumococo), y en el extremo C-terminal se dispone el catalítico. La colina resulta 
imprescindible para su actividad, pero no es necesaria para su característica localización 
polar en la pared celular (de las Rivas et al., 2002). 
Pce es una fosforilcolinesterasa y una de las proteínas mayoritarias de la 
superficie celular de neumococo (de las Rivas et al., 2001; Vollmer & Tomasz, 2001). 
La forma madura de esta proteína tiene una masa molecular de 69 kDa y está 
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estructurada en tres regiones: un dominio N-terminal donde se localiza su actividad 
catalítica, un dominio central de unión a colina compuesto por 10 repeticiones, y una 
cola en el extremo C-terminal compuesta por 86 aminoácidos cuya función no ha sido 
identificada. El conocimiento de la estructura tridimensional de Pce ha permitido 
comprender el mecanismo catalítico de esta enzima y la razón de la eliminación 
selectiva de residuos de fosforilcolina. Así, el dominio de unión a colina de Pce se ancla 
a lo largo de las cadenas de ácido teicoico mientras que la región N-terminal, donde 
reside el centro catalítico, es capaz de liberar sólo los residuos de fosforilcolina que se 
encuentran más en los extremos de las cadenas de ácido teicoico (Hermoso et al., 2005). 
Estas moléculas de fosforilcolina serían las que están más expuestas a la interacción con 
diferentes componentes del suero, o proteínas de superficie humanas, por lo que Pce 
podría controlar de esta manera el número de residuos de colina con capacidad de 
interaccionar con el rPAF, así como con la proteína del suero CRP, ya discutidas con 
anterioridad. Recientemente se ha descrito para esta proteína una nueva función, 
relacionándola con la unión a plasminógeno (Attali et al., 2008), y por lo tanto con la 
capacidad de la bacteria de translocarse desde unos lugares a otros del hospedador. 
Mutaciones en este gen provocan una mayor patogenicidad de la bacteria en modelos 
murinos de sepsis (Vollmer & Tomasz, 2001). 
CbpD es una proteína que contiene en su extremo N-terminal un dominio de 
posible actividad lítica, con un motivo denominado CHAPS (“Cysteine Histidine 
Amidohydrolase-Peptidase”) característico de otras enzimas que degradan 
peptidoglicano (Llull et al., 2006b), aunque no se ha conseguido hasta el momento la 
confirmación experimental de dicha actividad lítica de pared (Eldholm et al., 2009). 
Esta enzima también se ha relacionado con el estado de competencia natural de 
neumococo y el “fratricidio” en neumococo (Kausmally et al., 2005). 
 
6.3.2.3. Reconocimiento de la colina por parte de las CBPs 
 
El reconocimiento específico de la colina por parte de las distintas CBPs se 
puede ampliar a diferentes moléculas análogas de colina, tales como el 
dietilaminoetanol (DEAE). Esta propiedad ha permitido desarrollar un sistema de 
purificación de dichas proteínas en un único paso. Así, las resinas que contienen DEAE, 
como DEAE-celulosa, actúan sobre las CBPs como resinas de afinidad, fijando las 
mismas por uniones hidrofóbicas específicas que sólo pueden revertirse mediante la 
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adición de colina (Sanz et al., 1988). Este método para la purificación de cualquier 
proteína fusionada al dominio de unión a colina de LytA (C-LytA) se ha comercializado 
por Biomedal (http://www.biomedal.es). 
Una de las propiedades de la colina que se ha utilizado para determinar el tipo de 
interacción entre el aminoalcohol o análogos y la proteína es la capacidad que presenta 
este aminoalcohol para activar la principal autolisina de neumococo por medio de, al 
menos, un paso de dimerización (Briese & Hakenbeck, 1985; Romero et al., 2007). Se 
ha visto que la estructura mínima requerida por los análogos de colina para producir una 
activación de LytA, son aminas terciarias (Sanz et al., 1988). Numerosos experimentos 
han demostrado la importancia de las interacciones hidrofóbicas para el reconocimiento 
del aminoalcohol por la proteína (Fernández-Tornero et al., 2001; Sanz et al., 1988). 
Este tipo de interacción se ha confirmado posteriormente con la determinación de la 
estructura 3D de las primeras CBPs completas del sistema de neumococo como Cpl-1, 
Pce (Hermoso et al., 2003; Hermoso et al., 2005), así como mediante el modelo 
estructural de LytC (Monterroso et al., 2005). A partir de todas estas estructuras 
cristalográficas se demuestra que la colina interacciona en una cavidad hidrofóbica 
formada por dos repeticiones consecutivas del motivo de unión a colina. Además, se ha 
visto que en el dominio de unión a colina de LytA se pueden distinguir zonas de 
reconocimiento de la colina de alta y de baja afinidad (Medrano et al., 1996; Usobiaga 
et al., 1996). También se ha demostrado que esta unión a colina promueve la 
dimerización de LytA (Romero et al., 2007), y que preserva a la enzima de la 
desnaturalización, tanto química como térmica (Maestro & Sanz, 2005; Usobiaga et al., 
1996). 
El hecho de que la colina libre pueda unirse a su sitio de reconocimiento dentro 
del dominio de unión a colina en las CBPs explica que concentraciones altas de este 
aminoalcohol puedan inhibir la actividad enzimática de distintas CBPs, debido a la 
competición por el lugar de anclaje de las CBPs sobre la pared celular bacteriana  
(Fernández-Tornero et al., 2001).  
 
7. Estructuras análogas a colina. Capacidad de crecimiento de neumococo en su 
presencia y efectos sobre la bacteria 
 
Ya se ha señalado que neumococo es auxótrofo para la colina, y que este 
aminoalcohol puede ser sustituido por diferentes análogos estructurales durante la 
multiplicación celular, tales como la dimetiletanolamina, la monometiletanolamina o la 
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etanolamina. El crecimiento de la bacteria en presencia de estos análogos provoca 
grandes alteraciones en algunas propiedades fisiológicas de la misma, tales como en la 
autolisis de la bacteria, así como en la lisis inducida en presencia de sales biliares como 
el DOC, en la inhibición de la división celular (formación de cadenas), en la adsorción 
de fagos, en la formación de biopelículas y en la capacidad de transformación. Estos 
cambios son más acusados en el caso de la sustitución de la colina por la etanolamina, 
que por la monometiletanolamina o la dimetiletanolamina, debido a la progresiva 
pérdida de los tres grupos metilo de la colina, hasta llegar a la etanolamina que carece 
de dichos grupos metilo. Así, cuanto más difiere la estructura de la molécula análoga 
con respecto a la colina, más acusado es el efecto en las propiedades fisiológicas de la 
bacteria (López et al., 1982; Moscoso et al., 2006; Tomasz, 1968). Sin embargo, la 
composición de la pared celular en cuanto a contenido y estructura de péptidos y 
azúcares permanece invariable independientemente del aminoalcohol que se ancle a los 
ácidos teicoicos. Hay que destacar que, en todos los casos, la adición de colina sobre un 
cultivo que crece en presencia de los diferentes análogos revierte rápidamente al 
fenotipo propio de una cepa creciendo en presencia de colina (Tomasz, 1968; Tomasz et 
al., 1975).  
Además de los anteriores análogos de colina, se ha descrito que las poliaminas 
(como la putrescina) pueden suplir la auxotrofía de neumococo por la colina. Las 
poliaminas son moléculas policatiónicas ubicuas, que se requieren para una adecuada 
multiplicación celular, tanto de células eucariotas como procariotas. Estas moléculas 
tienen diversos efectos en la fisiología celular relacionados, entre otras cosas, con su 
interacción con los ácidos nucleicos cargados negativamente, teniendo por tanto efectos 
pleiotrópicos sobre los procesos de  transcripción y traducción (Igarashi & Kashiwagi, 
2000). Las concentraciones de poliaminas adecuadas en el citoplasma están reguladas 
tanto por la síntesis endógena de las mismas como por la captación desde el medio de 
cultivo. S. pneumoniae tiene en su genoma cuatro genes relacionados con la captación 
de estas poliaminas agrupados en el operón pot, formado por potA, potB, potC, potD, 
además del gen murB, este último implicado en la síntesis del peptidoglicano. Por 
análisis de secuencia, potA codifica una ATPasa, PotB y PotC son proteínas de 
membrana que forman un canal de transporte específico de poliaminas y PotD es una 
proteína de unión a poliamidas asociada a la superficie bacteriana (Ware et al., 2006). 
El fenotipo de los neumococos que crecen en presencia de estas poliaminas, pero sin 
aminoalcoholes, es similar al de las células con etanolamina con la única particularidad 
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de que su fase de latencia es más prolongada con respecto a S. pneumoniae con colina o 
etanolamina. Por otra parte, mutaciones en el gen potD redujeron la patogenicidad de la 
bacteria en modelo murino, tanto en infección sistémica como pulmonar, 
independientemente de la vía de inoculación de la bacteria (Ware et al., 2006). Además, 
estudios de expresión de potD han revelado la importancia de este gen en distintas 
condiciones de estrés, como las que se dan en respuesta a la temperatura, oxidación, o 
en la limitación de colina en el medio (Shah et al., 2008). 
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II. OBJETIVOS 
 
El objetivo general del trabajo que se presenta en esta Memoria de Tesis es 
profundizar en el conocimiento del papel que desempeña la colina en la fisiología 
de la bacteria Streptococcus pneumoniae estudiando la influencia de dicho 
aminoalcohol en distintas propiedades muy características del microorganismo, 
tales como la auxotrofía por el compuesto, la función del mismo en el anclaje de la 
familia de proteínas de unión a colina, así como en el desarrollo de fármacos que 
afecten directamente su metabolismo. 
 
Los objetivos particulares son los siguientes: 
 
1. Caracterización de la proteína transportadora TacF de neumococo y 
estudio de su papel en la dependencia de la colina. 
2. Caracterización de la proteína CbpF de neumococo perteneciente a 
una nueva subfamilia de proteínas de unión a colina, cuya 
característica principal reside en que están compuestas 
exclusivamente por repeticiones de motivos canónicos y no canónicos 
de unión a colina. 
3. Estudio sobre la utilización de compuestos análogos a la colina como 
posibles fármacos anti-neumococo. 
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III. RESULTADOS 
  
 Esta Memoria de Tesis se presenta bajo el formato de artículos publicados. 
La sección de Resultados consta de cuatro apartados que responden a los objetivos 
marcados en esta Tesis. Los tres primeros apartados están compuestos por 
artículos publicados más otro escrito en un formato para enviarlo a publicar. En el 
cuarto apartado se recogen algunos experimentos, presentados como anexos, que 
ayudan a la compresión de los epígrafes anteriores y que están pendientes de 
publicación. 
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1. Mutaciones en el gen tacF de cepas clínicas y transformantes de Streptococcus 
pneumoniae: impacto en la auxotrofía para colina y velocidad de crecimiento 
 
Una de las características de S. pneumoniae es su auxotrofía por el aminoalcohol 
colina; en la garganta, neumococo comparte su hábitat natural con otras especies 
bacterianas muy relacionadas filogenéticamente, tales como S. mitis o S. oralis, que 
como regla general no presentan esta auxotrofía por la colina (Hakenbeck et al., 2009). 
Se han conseguido a lo largo de la historia diferentes mutantes en neumococo capaces 
de crecer en ausencia de colina, bien por transformación con DNA cromosómico 
procedente de especies no auxótrofas para el aminoalcohol, tales como S. oralis 
(Severin et al., 1997), o por medio del “acostumbramiento” de neumococo a 
multiplicarse en medios con concentraciones decrecientes de etanolamina (Damjanovic 
et al., 2007; Yother et al., 1998). En este trabajo se describe un nuevo transformante de 
neumococo capaz de crecer en ausencia de colina, obtenido con la transformación de la 
cepa R6 de S. pneumoniae con DNA cromosómico procedente de la cepa SK598 de S. 
mitis. Se ha determinado que el gen responsable de la auxotrofía es único, y corresponde 
al gen tacF. Asimismo, se ha conseguido una batería de mutantes en el gen tacF, que 
determinan la pérdida de la auxotrofía de neumococo para la colina; además, se ha 
secuenciado este gen procedente de cepas que presentan o no dicha auxotrofía. Se ha 
determinado, que aunque con un único cambio de aminoácido en la proteína TacF (V234 
→ F234) la bacteria es capaz de multiplicarse en medios carentes de aminoalcohol 
(Damjanovic et al., 2007), la eficacia biológica de la bacteria en estos medios, así como 
su morfología, se ve mejorada cuando aparecen al menos dos mutaciones simultáneas 
en esta proteína.  
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2. CbpF, proteína de unión a colina 
 
En este capítulo se agrupan resultados publicados y pendientes de publicación 
relacionados con CbpF y con la subfamilia de CBPs a la que pertenece. 
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 2.1. Cristalización y estudios preliminares de difracción de rayos-X de la 
proteína de unión a colina CbpF  
 CbpF es una proteína modular que se une a la colina presente en los ácidos 
teicoicos y lipoteicoicos de una manera no covalente. Esta proteína es una de las más 
abundantes en la superficie de neumococo, junto con las mureín-hidrolasas LytA, LytB, 
LytC y  Pce. El gen codificante de CbpF se ha clonado en un plásmido de 
hiperexpresión en Escherichia coli, y la proteína CbpF se purificó y se cristalizó, 
utilizando el método de vapor-difusión en gota a 291K. 
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 2.2. Estructura de CbpF, una proteína bifuncional y reguladora de la 
autolisis en S. pneumoniae 
S. pneumoniae contiene un conjunto de enzimas líticas encargadas de la 
renovación de la pared celular así como de la división celular. Estas enzimas, bajo 
determinadas condiciones tales como en la fase estacionaria del cultivo o en presencia 
de determinados agentes como algunos detergentes, pueden salir del circuito de control 
provocando la autolisis del cultivo. Esto implica que estas mureín-hidrolasas de 
neumococo deben poseer un sistema de regulación permanente de su actividad. Esta 
regulación puede tener lugar en primer término a nivel de la expresión de la proteína, 
como es el caso de LytA, LytB o CbpD, donde se observa un aumento en su expresión 
en determinados momentos del desarrollo de la bacteria, como por ejemplo durante el 
proceso de entrada en competencia (Peterson et al., 2004). Pero también se puede 
especular con la existencia de un control a nivel postraduccional, ya sea por la 
interacción con ligandos o proteínas reguladoras. La proteína CbpF está compuesta por 
la repetición de motivos de unión a colina más o menos degenerados, de una manera 
consecutiva, perteneciente a la subfamilia de CBPs descritas en el apartado 2.3. de 
Resultados. Esta proteína parece estar interviniendo en la regulación de la actividad 
lítica de diferentes lisozimas que actúan sobre la pared de neumococo tales como la 
lisozima bacteriana LytC, o las lisozimas fágicas Cpl-1 o Cpl-7. La inhibición por parte 
de CbpF de las diferentes lisozimas, no está ocasionada por la competición en el anclaje 
al sitio de unión sobre los ácidos teicoicos, ya que CbpF es capaz de inhibir también a la 
lisozima Cpl-7, que no es una CBP y que por consiguiente no se une a colina.  
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2.3. Estudio de una nueva subfamilia de CBPs compuesta por la sucesión de 
motivos de unión a colina 
La secuenciación completa de los genomas de varias cepas de S. pneumoniae ha 
permitido el estudio del genoma y del proteoma de neumococo in silico. Un ejemplo del 
avance que estos análisis han supuesto en el conocimiento de neumococo es el estudio 
de las CBPs presentes en las diferentes cepas, de tal manera que se han encontrado entre 
10 y 15 CBPs en cada genoma dependiendo de la cepa estudiada. En este trabajo se 
describe la existencia de un nuevo subgrupo dentro de las CBPs, cuyos miembros están 
formados únicamente por la sucesión de motivos de unión a colina. Todas las proteínas 
pertenecientes a este nuevo subgrupo de CBPs contienen un dominio típico de unión a 
colina en su extremo C-terminal, mientras que el extremo N-terminal está compuesto 
por un número variable de motivos de unión a colina que no responden a la secuencia 
canónica descrita para los mismos. 
En las diferentes cepas analizadas de neumococo se han encontrado cuatro 
proteínas pertenecientes a este subgrupo de CBPs. Una de ellas (PcpC), está formada 
por 11 repeticiones del motivo de unión a colina cuyo gen codificante se localiza en 
posición 3’ de otra CBP denominada CbpG. Otras dos proteínas (CbpC y CbpJ) se 
transcriben a partir de un operón situado en posición 3’ del regulador RitR. El gen 
codificante de la cuarta proteína (CbpF) perteneciente a esta subfamilia corresponde a 
una fusión génica de cbpC y cbpJ.  
Actualmente se especula con la posibilidad de que las regiones N-terminales de 
este subgrupo de proteínas, que contienen los dominios degenerados de unión a colina, 
pudieran estar implicadas en el reconocimiento de azúcares, debido a la homología de 
secuencia con otras proteínas que presentan esta función (Shah et al., 2004; Wren, 
1991). De esta manera se postula que esta subfamilia de CBPs podría llevar a cabo su 
función en determinadas etapas del proceso de síntesis y/o degradación de la 
pared/cápsula bacteriana, o en el reconocimiento de residuos de carbohidratos en los 
receptores de la superficie de las células humanas. 
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INTRODUCTION 
 
Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is an important human pathogen, the major 
cause of pneumonia, bacteremia and meningitis in adults, as well as otitis media in 
children. The choline binding proteins (CBPs) constitute a well studied family of 
proteins within the pneumococcal surface proteins, due to their important roles in 
pathogenesis and as important candidates for developing vaccines against this bacterium. 
Choline, a nutritional requirement for growth of this bacterium is a structural 
component of the teichoic and lipoteichoic acids, and acts as a non-covalent motif for 
anchoring the CBPs to the surface of S. pneumoniae (Fischer, 2000; Giudicelli and 
Tomasz, 1984). CBPs are also important for being a paradigm of the theory of modular 
evolution of proteins. These CBPs are built by the fusion of different functional 
domains with a choline-binding domain (ChBD). ChBD consists of up to 18 repetitions 
of the so-called choline-binding repeats (ChBRs), composed of 20 amino acids, many of 
them aromatic. Crystallographic analysis revealed that the ChBD of LytA, the major 
pneumococcal autolysin, is organized as a left-handed superhelix consisting exclusively 
of β-sheets, which determines that the binding of CBPs to the pneumococcal cell wall is 
due to the location of this aminoalcohol in the interface between two consecutive 
ChBRs, creating a binding site for choline (Fernández-Tornero et al., 2001; Fernández-
Tornero et al., 2002). Similar structures of entire CBPs have been also elucidated, like 
Cpl-1 (Hermoso et al., 2003), Pce (Hermoso et al., 2005) and CbpF (Molina et al., 
2009). The latter recently crystallized protein, CbpF, encoded by the spr0337 gene from 
the R6 laboratory strain, is a protein that contains a signal peptide of 27 amino acids 
with a molecular mass of 36.4 kDa mature protein. The C-terminal domain of this 
protein is composed of a ChBD consisting of 7 ChBRs, followed by a tail of 15 amino 
acids, recognizing 7 molecules of choline. The N-terminal region is formed by 4 ChBRs 
with modifications, which determines that these degenerated ChBRs have lost the 
ability to recognize choline. It has been demonstrated that CbpF is able to inhibit the 
activity of pneumococcal lysozyme LytC, both in in vitro and in vivo assays (Molina et 
al., 2009). LytC is also bound to the bacterial surface through its ChBD located at the 
N-terminal region of the protein. It is worth noting that CbpF is one of the most 
abundant CBPs present in the surface of the pneumococcal strain M31, a strain lacking 
LytA amidase, together with Pce, LytC and LytB enzymes (García et al., 1999). 
Mutations in the gene spr0337 of the R6 strain do not produce significant differences in 
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the phenotypic appearance of the mutant strain compared to the wild type in the growth 
curve, lysis induced by sodium deoxycholate, or level of genetic transformation.  
To expand our knowledge of the CBPs we have investigated the allelic variation 
and molecular evolution of CbpF in different pneumococcal strains sequenced to date. 
These analyses have revealed the existence of a subfamily of CBPs formed by proteins 
with a consensus ChBD in their C-terminal region, and a degenerated ChBD in their N-
terminal region. We have also identified the existence of genetic rearrangements among 
their corresponding coding genes, suggesting that these proteins might play an 
important role in the evolution of this bacterium. 
 
MATERIALS AND METHODS  
 
Strains and culture conditions. The pneumococcal strains used for PCR amplification 
of the cbpF-cbpCJ gene region clinical isolates multiresistant Columbia5-19, 
Tennessee14-18, Maryland6B-17, Poland23F-16, Finland6B-12, Spain14-5, S.Africa19A-13, 
Taiwan19F-14, Taiwan23F - 15, Colombia23F-16, Spain23F-1 (McGee et al., 2001), as well 
as TIGR4, G54 encapsulated strains, and the laboratory strain R6. The cultures were 
grown in C medium supplemented with 0.08% yeast extract (C+Y medium) without 
shaking.  
Characterization of gene regions by PCR amplification. The chromosomal DNA 
from different multiresistant clones from the collection of the pneumococcal molecular 
epidemiology network (Pneumococcal Molecular Epidemiology Network (PMEN) 
(http://spneumoniae.mlst.net/pmen/) (McGee et al., 2001) was prepared as described in 
previous studies (Fenoll et al., 1994). Standard DNA manipulations were performed as 
published previously (Obregón et al., 2002). Oligonucleotides primers used for 
determining the existence of genes coding for proteins CbpC and CbpJ, or their fusions, 
were A043 (357928-357950, 5'-AGCCATCTACGGTCGTATTCAC-3'), CbpFN25' 
(356028-356050; 5'-ggaattcatgAATACCACAGGTGGCCGATTTG-3') and A039 
(357067-357085, 5'-TACAGTACATATGGATGATTCTGAAGGATGGC-3'). 
Lowercase letters indicate extra DNA sequences that have been included for appropriate 
restriction enzymes. 
RNA purification. RNA extraction was prepared as previously described (Martín-
Galiano et al., 2004). In short: TIGR4 strain was grown in 3 ml of C+Y medium at 
37°C until a OD550 = 0.4. Cells were cooled in ice-water for 5 min, centrifuged and 
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washed in cold 0.9% NaCl, freezing the cell pellet at -80ºC. Pellets were thawed and 
cells were lysed and resuspended in 10 mM Tris, pH 8.0, 1mM EDTA, 0.1% sodium 
deoxicholate, for 15 min at 37°C. RNA was extracted using the RNeasy Mini kit 
(Qiagen), with an extra step of processing the samples with DNase (DNA-free, 
Ambion), following the instructions recommended by the supplier. To obtain cDNA, 1 
μg of RNA was used with the reverse transcriptase SuperScript II (Invitrogen) 
following the instructions provided by the supplier. Control reactions in which reverse 
transcriptase was omitted from the reaction mixture ensured that DNA products resulted 
from the amplification of cDNA rather than from DNA contamination. Oligonucleotides 
used to amplify the intergenic region between SP_0378 and SP_0377 genes were A045 
(356786-356808, 5'-GGCTGGTATCAAGATGGTTCAAC-3') and A044 (357144-
357165, 5'-CTTACCATCAATCACTCGCCAG-3') and for the 5’ region of SP_0377 
gene, the oligonucleotides A048 (355769-355790, 5'-
ACGGAGCAAGCTTGATGTTAAA-3') and A049 (356144-356164, 5'-
CCAACCGACAACCATCTCTCC-3'). As control of the RNA corresponding to the 
coding region of the SP_0377 gene, oligonucleotides A046 (365152-365174, 5'-
GGTTGTCGGTTGGCAATACTTAG-3') and A047 (356248-356272, 5'-
ACCATCTTGTCCAAAATAGTACCAC-3') were used. The numbers indicate the 
position of the first nucleotide of the primer in the previously TIGR4 strain published 
sequence (accession number AE005672).  
Cloning of SP_0378 gene, expression and purification of the corresponding protein. 
SP_0378 gene from the TIGR4 strain, encoding the protein CbpJ, was cloned in the 
plasmid pT7-7 (Tabor, 1990) with the oligonucleotides A039 (5'-
TACAGTAcaTatgGATGATTCTGAAGGATGGC-3') and A038 (5'-
TAggAtCcCCCTGTCATTACCGAACCCA-3’). Lowercase letters indicate the extra 
DNA sequences included to introduce the appropriate NdeI and BamHI restriction sites. 
The start and stop codons are marked in bold. The correct construction of the 
recombinant plasmid (pAGM60) was checked by sequencing using a DNA sequencer 
ABI Prism 3700 (Applied Biosystems). For the expression and purification of the 
mature protein, Escherichia coli BL21 (DE3) (pAGM60) strain was grown in LB with 
ampicillin (100 μg/ml) at 37ºC with shaking. Gene expression was induced with 
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (50 μM) when the culture reached an OD600 ≈ 0.8. 
Incubation was continued at 30°C for 3 h. Then, the culture was centrifuged, and cells 
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were resuspended in 20 mM phosphate buffer pH 6.9 and broken twice through a 
French press (7.6 MPa). The cell lysate was centrifuged subsequently removing the 
DNA of the supernatant using streptomycin sulfate (Weissborn et al., 1994). 
Overexpressed protein was purified from the soluble fraction using a DEAE-cellulose 
column, as published elsewhere (Sánchez-Puelles et al., 1992). Homogeneity of the 
protein was confirmed by SDS-PAGE analysis. The purified fractions were dialyzed 
against 20 mM phosphate buffer pH 6.9. The protein concentration was determined by 
measuring the A280, taking a molar extinction coefficient of 165,130 M-1•cm-1. Assays to 
determine the interference of the protein on other pneumococcal lytic enzymes were 
carried out as recently described (Molina et al., 2009). In short: CbpF, CbpJ or C-LytA 
proteins were incubated for 10 min at 4ºC with [3H]-choline pneumococcal cell wall 
preparation. Then, LytC was added and the solutions were incubated for 15 min at 30ºC. 
The enzymatic reactions were stopped upon the addition of formaldehyde and bovine 
serum albumin. Non-digested murein was separated by centrifugation at 12,000 g for 15 
min, and the digested (solubilized) substrate was quantified by measuring the 
radioactivity of the supernatant.  
Data Analysis. The sequences of DNA and proteins were analyzed using the software 
package available at the sites 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=search&term, and 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, http://www.expasy. ch / tools / protparam.html. 
 
RESULTS AND DISCUSSION  
Identification of a new subfamily of CBPs. The in silico analysis of the genomes of 
pneumococcal strains has revealed the existence of a subfamily of CBPs composed of 
proteins that contain a canonical ChBD in the C-terminal region formed by 3-6 repeats 
of a consensus choline-binding motif, and a non-canonical ChBD in the N-terminal 
region in which it can be identified up to 4 choline-binding motifs presenting different 
alterations in their sequence and/or length with respect to the canonical sequence. 
Besides, there are 1-2 choline-binding motifs between N- and C-regions, which also 
present some modifications compared to the consensus sequence but they are able to 
form the hydrophobic pocket to recognize the choline molecule. This pattern means that 
these CBPs are built only by repetitions of the choline-binding motif, more or less 
degenerated.  
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Depending on the particular strain tested, it can be found from 1 to 3 genes 
encoding CBPs that can be classified in this subfamily. Currently, due to the structural 
similarity of this group of proteins, their nomenclature appears confused in the literature 
and in databases; thus, it is necessary to assume a single criterion for naming them. To 
do that, we have relied both on the amino acid sequence of the protein and in the context 
in which the gene is located.  
 
The first protein identified as belonging to this subfamily is the protein encoded 
by the spr0351 gene in the R6 strain. The general characteristics of this protein and its 
counterparts in the different strains already sequenced are shown in Table 1. This 
protein has received different names: for example, it is annotated as PcpC in the R6 
strain, and CbpF in most other strains sequenced. However, we will call PcpC to all the 
homologous proteins, to differentiate them to the authentic CbpF (see below). PcpC 
protein was found in 8 of the 21 strains analyzed, and there are 6 alleles of such protein 
whose amino acid differences are shown in Figure 1. Remarkably, it should be noted 
that the spr0351 gene is located in the 3' region from a gene encoding another CBP 
Fig. 1. Structure of proteins homologous to PcpC from R6 strain (allele 1). The amino acid positions (taking 
1 as the initial Met of the ATG start codon) are read invertical lines. Colons indicate identical amino acids 
among the alleles, hyphens represent absence of amino acids and different amino acids from the sequence of 
the reference protein (allele 1) are marked. 
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called CbpG. This CbpG protein is a putative serine-protease involved in colonization 
and degradation of extracellular matrix (Gosink et al. 2000; Mann et al., 2006). 
On the other hand, the genes coding for other two proteins belonging to this 
subfamily are arranged consecutively in the genome, named in most of the cases 
reported as CbpC and CbpJ. Interestingly, these latter two proteins are absent in R6 
strain as individual polypeptides but they appear as a fusion protein (called CbpF, see 
below). In TIGR4 strain these proteins are encoded by SP_0377 and SP_0378 genes, 
respectively. These two genes are located in the 3’ region of a gene coding for a 
regulatory protein called RitR, which is transcribed independently (Ulijasz et al., 2004). 
The main characteristics of these two proteins are listed in Tables 2 and 3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The fourth of the proteins belonging to this subfamily, in R6 strain, is 
represented by CbpF and it is encoded by spr0337 gene. This is the only protein 
belonging to this subfamily of CBPs that has been ascribed a physiological function, 
since it has been demonstrated its inhibitory action on the activity of lysozyme LytC 
(Molina et al., 2009). Interestingly, the gene coding for CbpF appears to be formed by 
Fig. 2. Structure of proteins homologous to CbpC (A) and to CbpJ (B) from TIGR4 strain (allele 1). The 
amino acid positions (taking 1 as the initial Met of the ATG start codon) are read invertical lines. Colons 
indicate identical amino acids among the alleles, hyphens represent absence of amino acids and different 
amino acids from the sequence of the reference protein (allele 1) are marked. 
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the fusion of genes coding for proteins CbpC and CbpJ present in other strains, as 
deduced from in silico analysis of genomes of R6 and TIGR4 strains. The spr0337 gene 
is located in the same cluster than that of cbpC and cbpJ genes in other strains. The 
main char acteristics of CbpF are summarized in Table 4, and the differences of amino 
acids found in homologous proteins of different strains are in Figure 3.  
Analysis of the diversity of choline-binding motifs in the CBP subfamily.  
Analysis of the choline-binding motifs of the proteins that belong to this CBP subfamily 
allowed to distinguish two types of motifs: those located at the C-terminal end that fit 
into the described canonical sequence, and those located at the N-terminal that do not 
contain the canonical sequence. In addition, it should be noted that were found in 3 of 
the 4 types of proteins belonging to this subfamily two choline-binding repeats, located 
between the N- and C-terminal regions, containing more than 20 amino acids and thus, 
different from the consensus sequence described for the choline-binding motifs. 
However, according to the crystallographic structure of CbpF, these two extra-length 
repeats are capable of forming a choline-binding site between them, keeping its 
functionality.  
 
Motifs located in the C-terminal region. Canonical choline-binding domain 
Choline-binding motifs in the C-terminal region of this subfamily of CBPs fit the 
canonical sequence described for ChBRs, but it can also be recognized two subtypes of 
repeats that are alternated to form the ChBD. Each subtype is characterized by their 
amino acid sequence, and by their length (20 or 21 amino acids). This peculiarity allows 
Fig. 3. Structure of proteins homologous to CbpF from R6 strain. The amino acid positions (taking 1 as 
the initial Met of the ATG start codon) are read in vertical lines. Colons indicate identical amino acids 
among the alleles, hyphen represents absence of amino acid and different amino acids from the sequence 
of the reference protein (allele 1) are marked. 
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recognize the existence of units consisting of two consecutive repetitions of the motif, 
which could indicate the necessity of the presence of these two subtypes of choline-
binding motifs to form the pocket for recognition of the aminoalcohol (Fernández-
Tornero et al., 2001; Moscoso et al., 2005).  
It is interesting to note that in many of the proteins containing a lower number of 
repeats, the unit lost is made up of two contiguous repeats of 20 and 21 amino acids. 
Exceptions of this trait are the SP6-BS73, BS75-SP19 and CDC3059-06 strains that 
harbour a CbpC protein, where only one motif is deleted, so there are two consecutive 
motifs of the same type. The fact that these proteins contain an odd number of ChBRs in 
their C-terminal region would contradict the stated hypothesis; nevertheless, the absence 
is compensated by the presence of a "tail" end of 15-19 amino acids capable of 
acquiring a superhelicoidal structure that mimics a choline-binding motif. This solution 
is similar to that adopted by other CBPs like Pce and CbpF (Hermoso et al., 2005; 
Molina et al., 2009).  
The consensus sequences for the two subtypes of motifs present in the ChBD of 
these proteins, as well as the rate of occurrence of different amino acids in each of the 
locations indicated, are shown in Figure 4.  
 
Motifs located in the N-terminal region. Non canonical choline-binding domain 
The N-terminal region of these proteins is composed by the repetition of choline-
binding motifs that do not fit the canonical sequence described above. The main 
differences from the consensus sequence are caused by amino acid insertions in the 
motif, as well as by some mutations in the sequence. All proteins of this subfamily 
contain a signal peptide that can be detected by in silico analysis using the Signal-P 
software. In the case of the CbpF protein, the existence of this signal peptide has been 
GWY- - G- T WYYL- - - NGDMKT
 
A) 
B) 
Fig. 4. Consensus sequence of the two subtypes of motifs that form the ChBD of the proteins of the 
subfamily. A) Subtype 1; B) Subtype 2. Large letters indicate the amino acids conserved in (all the) the 
motifs of all proteins analyzed. The small letters indicate the amino acids that appear in, at least, 70% of 
cases. Hyphens indicate non conserved amino acids or with an occurrence rate lower than 70%. 
 
GWQ- LGN-WYYLRSSGAM-T
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demonstrated experimentally (Blanca de las Rivas, not published dates). In all proteins 
of this subfamily, the first two degenerated motifs located in the N-terminal region 
consist of 20 or 21 amino acids. The main change in these motifs with respect to the 
consensus sequence is the replacement of Trp9, a key residue for choline recognition, 
by Thr or Lys residues (also a Tyr appears in the motif 2 in the PcpC and CbpJ proteins). 
These changes would explain the inability of these two first motifs to bind choline, as 
confirmed by the crystal structure of CbpF (Molina et al., 2009), although perhaps the 
change Trp→Tyr in PcpC and CbpJ proteins could retain the capability to bind choline. 
Motifs 3 and 4 present point mutations and insertions that alter the formation of the 
hydrophobic pocket to locate the choline. Besides, in the motifs 4 and 5 appear some 
charged amino acids (marked with a dot in the Figure 5) that makes more unlikely the 
interaction with choline molecules, as deduced from the crystallographic structure of 
CbpF (Molina et al., 2009). Whether or not these motifs are capable to bind choline is a 
pending question that must wait to the ellucidation of crystal structures of these proteins. 
After the four motifs of the N-terminal region, there are two motifs connecting 
the N- and C-terminal (CI region) domains of the proteins PcpC, CbpC and CbpF, and 
just one motif in the case of CbpJ. These linking motifs have a length of 32-33 amino 
N-terminal
PcpC GWQFVQENGRTYYKKGDLKET YWRVIDGKYYYFDPLSGEMVV GWQYIPAPHKGVTIGPSPRIEIALRP   DWFYFGQDGVLQEFV GKQVLEAKTATNTNKHHGEEYDSPAEK  RVYYFEDQRSYHTLKT
CbpC GGRFVDKDNRKYYVKDDHKAI  YWHKIDGKTYYFGDI GEMVV GWQYLEIPGTGYRDNLFDNQPVNEIGLQEKWYYFGQDGALLEQT DKQVLEAKTSENTGKVYGEQYPLSAEK  RTYYFDNNYAVKT
CbpF  GGRFVDKDNRKYYVKDDHKAIY YWHKIDGKTYYFGDI GEMVV GWQYLEIPGTGYRDNLFDNQPVNEIGLQEKWYYFGQDGALLEQT DKQVLEAKTSENTGKVYGEQYPLSAEK  RTYYFDNNYAVKT 
CbpJ GWQFVQENGRTYYKKGDLKET YWRVIDGKYYYFDSLSGEMVV GWQYIPFPSKGSTIGPYPNGIRLEGFPKSEWYYFDKNGVLQEFV GWKTLEIKTKDSVGRKYGEKREDSEDKEEKRYYTNYYFNQNHSLET
PcpC GWIYEEGHWYYLQKDGGFDSRINRLT VGELAR GWVKDYPLTYDEEKLKAAPWYYLDPAT-----
CbpC GWIYEDGNWYYLNKLGNFGDDSYNPLPIGEVAK GWTQDFHVTIDIDRSKPAPWYYLD-ATGIMRT
CbpF GWIYEDGNWYYLNKLGNFGDDSYNPLPIGEVAK GWTQDFHVTIDIDRSKPAPWYYLD-TTGIMQT 
CbpJ GWLYDQSNWYYLAKTEINGENYL    GGERRA
PcpC GWQYLGNRWYYLHSSGAMAT GWYKEGSTWYYLDAENGDMRT GWQNLGNKWYYLRSSGAMAT GWYQESSTWYYLNASNGDMKT
CbpC GWQFLDNRWYYLRSSGAMAT GWKYVRGKWYYLDNKNGDMKT GWQYLGNKWYYLRSSGAMVT GWYQDGSTWYYLDPSNGDMKI
CbpF                       GWQYLGNKWYYLRSSGAMAT GWKYVRGKWYYLDNKNGDMKT GWQNLGNKWYYLRSSGAMAT GWYQDGLTWYYLNAGNGDMKT 
CbpJ GWINDDSTWYYLDPTTGIMQT GWQYLGNKWYYLRSSGAMAT GWYQEGTTWYYLDHPNGDMKT GWQNLGNKWYYLRSSGAMAT GWYQDGSTWYYLNAGNGDMKT 
PcpC GWFQVNGNWYYAYDSGALAV  NTTV  GGYYLNYNGEWVK
CbpC GWTKVNGKWYYLNSNGAMVT GSQTIDGKVYNFASSGEWI 
CbpF GWFQVNGKWYYAYSSGALAV  NTTV   DGYSVNYNGEWVQ 
CbpJ GWFQVNGNWYYAYSSGALAV  NTTV   DGYSVNYNGEWVR  
CI 
CII
1                                 2                               3                                                                   4        
5                                                  6               
6                               7                               8                                9                             10        
11                              12         
Fig. 5. Schematic representation of the PcpC, CbpC, CbpF and CbpJ proteins where are depicted the 
different choline-binding motifs. Conserved key amino acids in the binding of choline are colored in 
pink. Arrows mark point mutations in motifs 1 and 2. Dots indicate charged aminoacids that could form a 
salt bridge. Insertions of extra amino acids are marked in red or blue depending of the location in each 
choline-binding motif.  
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acids, but they are capable of forming a hydrophobic pocket, where perfectly fits a 
molecule of choline. The insertion of these extra amino acids takes place in a different 
location in each of the two motifs. In the first one the insertion occurs between 
sequences WYY and GxMxT, whereas in the contiguous motif the insertion takes place 
between sequences GW and WYY.  
In the case of CbpJ, there is an insertion of six amino acids in the fifth motif, but 
the amino acids required to form the hydrophobic pocket are present. Therefore, the 
fifth motif in CbpJ could be implicated in a choline-binding hydrophobic pocket with 
the sixth motif of the protein.  
 
Genetic rearrangements among genes coding for proteins belonging to this 
subfamily of proteins. Comparative analysis of the region containing the spr0337 gene 
(coding for the CbpF protein) from the R6 strain with the equivalent region in the 
TIGR4 strain, it was suggested that the spr0337 gene in R6 is the fusion of SP_0377 
and SP_0378 genes (CbpC and CbpJ proteins, respectively) of TIGR4. Thus, the N-
terminal of the CbpF protein (first 286 amino acids) corresponds to the N-terminal of 
CbpC protein (98% identity) and, similarly, the C-terminal region of the CbpF protein 
(53 amino acids) is equivalent to the C-terminal region of the CbpJ protein (96% 
identity).  
The analysis of this region in some pneumococcal strains, whose genome has 
been totally or partially sequenced, suggested different structural patterns for this region, 
which differ mainly in two aspects:  
1. The presence of two genes, or their fusion, encoding CBPs. Alternatively, the 
Spain23F-1, SP195, and CGSP14 strains harbor a single gene, which does not correspond 
to the fusion of two cited genes, but is indeed the gene coding for CbpJ.  
2. The presence or absence of two ORFS encoding proteins related by sequence 
similarity with the synthesis and transport of lantibiotics, LabT and LabM, which in turn 
are flanked by a repeated sequence of about 127 bp, marked in red in Figure 6. 
Peculiarities in this region of the genome would suggest rearrangements in the same 
cluster.  
Searching of this 127-bp repeated sequence in other regions of the 
pneumococcal genome was carried out in silico, and the sequence was also located in 
the 3’ region of the gene coding for PcpC belonging to this subfamily of proteins: 
SP_0391 in TIGR4 strain, and spr0351 in the R6 strain, located approximately 13.6 and 
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9.3 kb, respectively, in 3’ position of genes coding for CbpC and CbpJ, or CbpF, 
respectively of each strain. In all cases, these 127-bp sequences showed 81% identity 
among them. This sequence codes for the last motif of ChBD plus 15 amino acids 
located in the C-terminal region of the corresponding proteins. In some cases,when the 
repeated sequence is located in position 5' of the gene encoding mevalonate kinase, it 
codes for the C-terminal end of a fusion protein whose N-terminal region corresponds to 
a truncated transposase, e. g. in the Spain23F-1 strain (marked in blue in Figure 6). 
To determine the presence of one or two genes encoding CBPs in this region of 
the genome of pneumococcal strains belonging to the collection of multiresistant clones, 
we amplified by PCR the DNA corresponding to this region with primers A043 and 
 
  
  
  
  
  
  
  B 
Spain 23F -1  
  
  
TIGR4   
  
  
SP18 - BS74   
  
  
G54  
  
  
R6  
  
  
  
  
  
  
ritR          cbpJ             labT                 labM                      mvaK1 
ritR           cbpC          cbpJ            labT                 labM          mvaK1   
ritR    cbpF           labT                 labM  mvaK1
  
ritR           cbpC          cbpJ         mvaK1 
ri tR           cbpF        mvaK1 
1 kb  
A   
 
TI_A    CATGAAGACAGGTTGGTTCCAGGTCAATGGCAACTGGTACTATGCTTATAGC--TCAGGT
TI_B    TATGACGACAGGTTGGTTCCAGGTCAATGGCAGATGGTACTACGCTTATAGCGCTCAGGT
         **** **************************  ******** *********  ******
 
TI_A    GCTTTGGCAGTGAATACGACCGTAGATGGCTATTCTGTCAACTATAATGGCGAATGGGTT
TI_B    GCCTTGGCAGTGAATACGACCGTAGATGGCTATTCTGTCAACTATAATGGCGAATGGGTT
        ** *********************************************************
 
TI_A    CGGTAATGA 
TI_B    CAATAATGA 
          ******* 
Fig. 6. A) Schematic representation of the organization of the spr0337 gene cluster in different strains of 
pneumococci. B) Repeated nucleotide sequence in the strain TIGR4 (red in panel A) also present in 
different strains. Dashed lines indicate deleted nucleotides. SP14-BS69, SP19-BS75, SP23-BS72, SP3-
BS71, SP6-BS73, CDC1087-00, CDC0288-04, CDC3059-06, and CDC1873-00 strains have a similar 
pattern to that of TIGR4 type. SP9-BS68 and D39 strains have a similar pattern to that of R6 type. SP11-
BS70, MLV-016, and Hungary19A-6 strains have a similar pattern to that of G54 type. CGSP14 and SP195 
strains have a similar pattern to that of Spain23F-1 type. 
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CbpFN25 ', which allows to distinguish between the two types of distribution described 
above. Thus, the resulting amplicon will have 900 or 1920 bp depending on the 
existence of a gene region similar to the R6 or TIGR4 strains, respectively. In the case 
of a pattern similar to that of Spain23F-1 strain, an amplicon with these primers was not 
obtained. The existence of CbpJ protein is checked by amplification with specific 
primers A039-A043.  
Analyzed genomes were R6, TIGR4, and G54 strains, as well as several clinical 
isolates multiresistant strains: Columbia5-19, Tennessee14-18, Maryland6B-17, 
Poland23F-16, Finland6B-12, Spain14-5, S. Africa19A-13, Taiwan19F-14, Taiwan23F-15, 
Colombia23F-16, and Spain23F-1 (McGee et al., 2001). The results indicated that among 
the multiresistant clones analyzed, the pattern with two genes coding for CBPs (CbpC 
and CbpJ proteins) occurs more frequently than that of a single fused gene (coding for 
CbpFprotein), and there is no direct relationship between the capsular type or location 
of the isolate, and the existence of a particular gene pattern (Fig. 7).  
 
Fig. 7. PCR Amplification of the cbpF-cbpCJ gene region from multiresistant clones. Lanes: 1, Columbia5-
19; 2, Tennesee14-18; 3, Maryland6B-17; 4, Poland23F-16; 5, Finland6B-12; 6, Spain14-5; 7, S.Africa19A-13; 8, 
Taiwan19F-14; 9, Taiwan23F-15; 10, Columbia23F-26; 11, Spain23F-1. 
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Co-transcription of SP_0377 and SP_0378 genes. SP_0377 and SP_0378 genes are 
separated by 18 bp, which suggests a possible single transcription event. This has been 
demonstrated by retrotranscription experiments (Fig. 8). Furthermore, although in the 5’ 
region of the SP_0377 gene could be envisaged a promoter region, the RT-PCR 
experiments indicated that the ritR gene is cotranscribed with SP_0377 and SP_0378 
genes, as shown in Figure 8. This result contrasts with previous experiments reported in 
the literature (Ulijasz et al., 2004) which showed an independent expression of the 
regulatory protein RitR.  
Fig. 8. RNA expression in the cbpC-cbpJ gene region from TIGR4 strain. A) Nucleotide sequence of the 
5’ region of cbpC gene (top line), and the cbpC-cbpJ intergenic region. Possible stop codons are in red; 
possible start codons are in blue; ribosome-binding sites are in pink; -10 and -35 putative promoter boxes 
are in bold; rho independent terminator is underlined; palindromic sequence is in green. B) Schematic 
representation of the cbpC-cbpJ gene region from TIGR4 strain. Oligonucleotides used for the RNA 
expression study were: 1, A048; 2, A049; 3, A046; 4, A047; 5, A045; 6, A044. C) PCR amplicons from 
cDNAs obtained (p) and from chromosomal TIGR4 DNA as control (c).  
 
   ritR        cbpC            cbpJ              labT              labM                       mvaK1 
TIGR4 
1   2    3   4    5    6  
A044-A045  A046-A047
       p     c        p     c 
              A048-A049         
          c           c         p 
 
aatagaaaagcagttgcagttgtgtaactgcttttttgaggagtttttatatattgacatacaatctagtttttactacaatcgttttaggaggatatataaaatga 
 
 
            aatttcgcctcatctggtgagtggatttaatattggagggtatatagatgaaaattttgaaaaaaactatgcaagtt 
 
B 
C 
A 
1,353 
1,078 
872 
603 
 
1,353 
1,078 
872 
603 
310 
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Inhibitory capacity of CbpJ. It was already demonstrated that CbpF was capable to 
inhibit the lytic activity of LytC (Molina et al., 2009). Among the proteins belonging to 
the subfamily of proteins described above, CbpJ is the most different to CbpF. Thus, we 
tested the effect of CbpJ on the lysozyme LytC. To this purpose, the SP_0378 gene, 
coding for this protein in the TIGR4 strain, was cloned in E. coli, expressed and the 
CbpJ protein was purified. Then, its ability to inhibit the activity of various 
pneumococcal lytic enzymes was assayed, as described in Materials and Methods. The 
results showed that the effect produced by CbpJ is very similar to that produced by 
CbpF of R6 (Fig. 9). This finding may suggest that the CBPs exclusively formed by 
repetition of choline-binding motifs could be located in the cell wall of pneumococcus 
to regulate the activity of lysozyme-type lytic enzymes, like the autolysin LytC. The 
activity of this enzyme is related to genetic competence, a process that requires a precise 
regulation, as it has been shown previously (Claverys et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Inhibitory effect of CbpF            , CbpJ           and C-LytA         on the lytic activity of LytC. 
Assays were carried out in vitro with [3H]-choline cell wall as substrate, following the protocol described 
in Materials and Methods. 
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Table 1. Main characteristics and differences of the PcpC protein in different pneumococcal strains 
 
a The first number indicates the number of degenerated choline-binding motifs in the N-terminal region, 
whereas the second indicates the number of consensus choline-binding motifs in the C-terminal region. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Strain Serotype Size 
pcpC (pb) 
Gene name Nºof 
ChBRa 
Allele 
PcpC 
Accession number Source or reference 
R6 Unencaps. 882  spr0351/PcpC 6 + 3 1 AE008415 (Hoskins et al., 2001) 
TIGR4 4 1020  SP_0391/CbpF 6 + 5 2 AE005672 (Tettelin et al., 2001) 
D39 2 882 SPD_0357/CbpF 6 + 3 1 CP000410 (Lanie et al., 2007) 
G54 19F Truncated 
protein 
------ ------ ------ NC011072 (Dopazo et al., 2001) 
SP23-BS72 23F 1020 CGSSp23BS72_1
2150/isopentenyl 
pyrophosphate 
isomerase 
6 + 5 3 ABAG00000000 (Hiller et al., 2007) 
SP9-BS68 9F ------ ------ ------ ------ ABAB00000000 (Hiller et al., 2007) 
SP3-BS71 3 ------ ------ ------ ------ AAZZ00000000 (Hiller et al., 2007) 
SP6-BS73 6A ------ ------ ------ ------ ABAA00000000 (Hiller et al., 2007) 
SP11-BS70 11 ------ ------ ------ ------ ABAC00000000 (Hiller et al., 2007) 
SP14-BS69 14 ------ ------ ------ ------ ABAD00000000 (Hiller et al., 2007) 
SP18-BS74 18C 996  CGSSp18BS74_0
1441/CbpF 
6 + 5 4 ABAE00000000 (Hiller et al., 2007) 
SP19-BS75 19F Truncated 
protein 
------ ------ ------ ABAF00000000 (Hiller et al., 2007) 
Hungary19A-6 19A 1020 SPH_0501/CbpF 6 + 5 5 CP000936 C. Venter Institute 
Spain23F-1 23F 1020 SPN23F_03650 6 + 5 6 NC011900 (Croucher et al., 2009) 
CGSP14 14 Truncated 
protein 
------ ------ ------ CP001033 Univ. College of 
Medicine, Taiwan 
CDC1087-00  ------ (no 
CbpG) 
------ ------ ------ ABFT00000000 C. Venter Institute 
SP195 9V Truncated 
protein  
------ ------ ------ ABGE00000000 C. Venter Institute 
CDC0288-04  ------ ------ ------ ------ ABGF00000000 C. Venter Institute 
CDC3059-06  ------ ------ ------ ------ ABGG00000000 C. Venter Institute 
MLV-016  ------ ------ ------ ------ ABGH00000000 C. Venter Institute 
CDC1873-00  1020 SP187300_0490/ 
CbpF 
6 + 5 3 ABFS00000000 C. Venter Institute  
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Table 2. Main characteristics and differences of the CbpC protein in different pneumococcal strains 
 
a The first number indicates the number of degenerated choline-binding motifs in the N-terminal region, 
whereas the second indicates the number of consensus choline-binding motifs in the C-terminal region. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Strain Serotype Size 
cbpC 
(pb) 
 
Gene name Nº of 
ChBRa 
 
Allele 
CbpC  
Accession 
 number 
Source or reference 
R6 Unencaps. ------ ------ ------ ------ AE008415 (Hoskins et al., 2001) 
TIGR4 4 1020 SP_0377 / CbpC 6 + 5 1 AE005672 (Tettelin et al., 2001) 
D39 2 ------ ------ ------ ------ CP000410 (Lanie et al., 2007) 
G54 19F ------ ------ ------ ------ NC011072 (Dopazo et al., 2001) 
SP23-BS72 23F 1023 CGSSp23BS72_1206
5 / CbpC 
6 + 5 2 ABAG00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP9-BS68 9F ------ ------ ------ ------ ABAB00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP3-BS71 3 1020 CGSSp3BS71_06599 
/ CbpC 
6 + 5 3 AAZZ00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP6-BS73 6A 963 CGSSp6BS73_11496 
/ CbpC 
6 + 4 4 ABAA00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP11-BS70 11 ------ ------ ------ ------ ABAC00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP14-BS69 14 1020 CGSSp14BS69_0613
7 / CbpC 
6 + 5 5 ABAD00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP18-BS74 18C 1020 CGSSp18BS74_0813
0 / CbpC 
6 + 5 6 ABAE00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP19-BS75 19F 963 CGSSp19BS75_0144
8 /CbpC 
6 + 4 7 ABAF00000000 (Hiller et al., 2007b) 
Hungary19A-6 19A ------ ------ ------ ------ CP000936  C. Venter Institute 
Spain23F-1 23F ------ ------ ------ ------ NC011900 (Croucher et al., 2009) 
CGSP14 14 ------ ------ ------ ------ CP001033 Univ.College of Medicine, 
Taiwan 
CDC1087-00  900 SP108700_0402 / 
CbpF 
6 + 3 8 ABFT00000000  C. Venter Institute 
SP195 9V ------ ------ ------ ------ ABGE00000000  C. Venter Institute 
CDC0288-04  1023 SP28804_0326 / 
CbpC 
6 + 5 9 ABGF00000000  C. Venter Institute 
CDC3059-06  963 SP305906_0398 / 
CbpF 
6 + 4 10 ABGG00000000  C. Venter Institute 
MLV-016  ------ ------ ------ ------ ABGH00000000  C. Venter Institute 
CDC1873-00  1023 SP187300_0472 / 
CbpC 
6 + 5 11  ABFS00000000  C  Venter Institute 
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Table 3. Main characteristics and differences of the CbpJ protein in different pneumococcal strains 
 
a The first number indicates the number of degenerated choline-binding motifs in the N-terminal region, 
whereas the second indicates the number of consensus choline-binding motifs in the C-terminal region. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Strain Serotype Size 
cbpJ (pb) 
Gene name Nº of 
ChBRa 
Allele 
CbpJ  
Accession number Source of reference 
R6 Unencaps. ------ ------ ------ ------ AE008415 (Hoskins et al., 2001) 
TIGR4 4 996 SP_0378 / CbpJ 5 + 6 1 AE005672 (Tettelin et al., 2001) 
D39 2 ------ ------ ------ ------ CP000410 (Lanie et al., 2007) 
G54 19F ------ ------ ------ ------ NC011072 (Dopazo et al., 2001) 
SP23-BS72 23F 873 CGSSp23BS72_1
2070 / CbpJ 
5 + 4 2 ABAG00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP9-BS68 9F ------ ------ ------ ------ ABAB00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP3-BS71 3 996 CGSSp3BS71_06
604 / CbpJ 
5 + 6 3 AAZZ00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP6-BS73 6A 996 CGSSp6BS73_11
501 / CbpJ 
5 + 6 4 ABAA00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP11-BS70 11 ------ ------ ------ ------ ABAC00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP14-BS69 14 996 CGSSp14BS69_0
6142 / CbpJ 
5 + 6 5 ABAD00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP18-BS74 18C 996 CGSSp18BS74_0
8135 / CbpJ 
5 + 6 6 ABAE00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP19-BS75 19F 996 CGSSp19BS75_0
1453 / CbpJ 
5 + 6 7 ABAF00000000 (Hiller et al., 2007b) 
Hungary 
19A-6 
19A ------ ------ ------ ------ CP000936 C. Venter Institute 
Spain23F-1 23F 996 SPN23F_03490 5 + 6 8 NC011900 (Croucher et al., 2009) 
CGSP14 14 1086 SPCG_0373 / 
CbpJ 
5 + 6 8 CP001033 Univ. College of Medicine, 
Taiwan 
CDC1087-
00 
 873 SP108700_0403 / 
CbpJ 
5 + 4 9 ABFT00000000 C. Venter Institute 
SP195 9V 996 SP195_0425 / 
CbpJ 
5 + 6 8 ABGE00000000 C. Venter Institute 
CDC0288-
04 
 873 SP28804_0327 / 
CbpJ 
5 + 4 10 ABGF00000000 C. Venter Institute 
CDC3059-
06 
 996 SP305906_0399 / 
CbpJ 
5 + 4 11 ABGG00000000  C. Venter Institute 
MLV-016  ------ ------ ------ ------ ABGH00000000  C. Venter Institute 
CDC1873-
00 
 873 SP187300_0473 / 
CbpJ 
5 + 4 12 ABFS00000000  C. Venter Institute 
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Table 4. Main characteristics and differences of the CbpF proteins in different pneumococcal strains 
Strain Serotype Size 
cbpF  (pb) 
Gene name Nº of 
ChBR* 
Allele 
CbpF  
Accession 
 number 
Source or reference 
R6 Unencaps. 1014 spr0337 / CbpF 6 + 5 1 AE008415 (Hoskins et al., 2001) 
TIGR4 4 ------ ------ ------ ------ AE005672 (Tettelin et al., 2001) 
D39 2 1014 SPD_0345 / CbpC 6 + 5 1 CP000410 (Lanie et al., 2007) 
G54 19F 1017 SPG_0343 / CbpC 6 + 5 2 NC011072 (Dopazo et al., 2001) 
SP23-BS72 23F ------ ------ ------ ------ ABAG00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP9-BS68 9F 1017 CGSSp9BS68_05
115 / CbpC 
6 + 5 3 ABAB00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP3-BS71 3 ------ ------ ------ ------ AAZZ00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP6-BS73 6A ------ ------ ------ ------ ABAA00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP11-BS70 11 1017 CGSSp11BS70_0
8830 / CbpC 
6 + 5 4 ABAC00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP14-BS69 14 ------ ------ ------ ------ ABAD00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP18-BS74 18C ------ ------ ------ ------ ABAE00000000 (Hiller et al., 2007b) 
SP19-BS75 19F ------ ------ ------ ------ ABAF00000000 (Hiller et al., 2007b) 
Hungary 19A-6 19A 1017 SPH_0484 / CbpF 6 + 5 5 CP000936 C. Venter Institute 
Spain23F-1 23F ------ ------ ------ ------ NC011900 (Croucher et al., 2009) 
CGSP14 14 ------ ------ ------ ------ CP001033 Univ. College of 
Medicine, Taiwan 
CDC1087-00  ------ ------ ------ ------ ABFT00000000 C. Venter Institute 
SP195 9V ------ ------ ------ ------ ABGE00000000 C. Venter Institute 
CDC0288-04  ------ ------ ------ ------ ABGF00000000 C. Venter Institute 
CDC3059-06  ------ ------ ------ ------ ABGG00000000 C. Venter Institute 
MLV-016  1017 SPMLV016_0335 
/ CbpF 
6 + 5 4 ABGH00000000 C. Venter Institute 
CDC1873-00  ------ ------ ------ ------ ABFS00000000 C. Venter Institute 
 
a The first number indicates the number of degenerated choline-binding motifs in the N-terminal region, 
whereas the second indicates the number of consensus choline-binding motifs in the C-terminal region. 
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3. Posibles estrategias en la lucha contra neumococo centradas en la importancia 
de la colina para la bacteria 
 
La fisiología de neumococo, así como su patogénesis, está condicionada por 
distintos factores. La presencia de cápsula es el primer requisito, tanto para la capacidad 
patogénica de la bacteria, como para la colonización asintomática en el estado de 
portador. La presencia de colina es otro factor determinante en el desarrollo de la 
patogénesis de la bacteria, como se ha demostrado en los estudios de patogénesis con 
cepas de neumococos capaces de crecer en ausencia de colina y que por consiguiente no 
portan colina en su envoltura celular, cuya patogenicidad es prácticamente nula (Gehre 
et al., 2008; Kharat et al., 2008) .  
La colina influye en la patogénesis y fisiología de la bacteria desde muy distintos 
puntos de vista. La ausencia de colina en el medio o la incapacidad para captarla, 
determina en la bacteria una parada del crecimiento, y su posterior muerte. La colina 
también tiene una gran importancia para la bacteria desde el punto de vista fisiológico, 
debido a la funcionalidad de una familia de proteínas de superficie denominadas 
proteínas de unión a colina (CBPs). Estas proteínas cumplen importantes funciones en 
el desarrollo de la bacteria, e influyen en la colonización y la patogénesis. Por lo tanto, 
aquellos compuestos que provoquen la liberación de las CBPs de la pared celular y por 
consiguiente su pérdida, podrían disminuir la patogenicidad de la bacteria. 
En este sentido, el ipratropio (éster de amina bicíclica), dada su relación 
estructural con la colina, parece una molécula candidata para provocar la liberación de 
las CBPs de la pared celular. Pero teniendo en cuenta su efecto genérico sobre todos los 
organismos, sería necesario realizar modificaciones sobre su estructura para tratar de 
aumentar su toxicidad sobre la bacteria, y disminuirla sobre las células humanas.  
Se ha comprobado que el ipratropio es capaz de inhibir las diferentes enzimas 
líticas que son también CBPs. Pero el efecto que provoca en las células de neumococo 
parece que no se debe únicamente a la inhibición de dichas CBPs, como lo demuestra el 
hecho de la parada del crecimiento de la bacteria al añadir el compuesto (30 mM), así 
como la morfología anómala que adquieren las bacterias en presencia del mismo (20 
mM). Por eso, podría especularse con la posibilidad de que este compuesto pudiera estar 
actuando en algún punto del metabolismo de la colina en la bacteria.  
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4. ANEXOS 
 
4.1. Experimentos adicionales relacionados con la auxotrofía para colina de 
neumococo 
4.1.1. Secuenciación del operón lic en las cepas SK598 y P023 
La cepa SK598 de S. mitis posee la  capacidad de multiplicación en medios 
carentes de aminoalcohol; además, esta cepa es peculiar ya que contiene etanolamina 
anclada a sus ácidos teicoicos independientemente del medio de cultivo en el que se 
desarrolle. En el artículo sobre el transportador TacF (capítulo 1 de Resultados de esta 
Memoria) se ha descrito la obtención de la cepa P023 capaz de crecer en medios 
carentes de colina, que fue el resultado de la transformación de la cepa R6 de S. 
pneumoniae con el DNA cromosómico de la cepa SK598. Para determinar la secuencia 
de los genes relacionados con el metabolismo de la colina tanto en esta cepa de S. mitis 
no secuenciada hasta la fecha como en la cepa P023, se diseñaron los oligonucleótidos 
con las secuencias y coordenadas que se detallan en la Tabla 3.  
 
La secuencia de la región lic, localizada en la cepa R6 entre las coordenadas 
1146838 y 1154474, está compuesta por 8 genes al igual que ocurre en la cepa tipo de S. 
mitis 12261T (http://www.tigr.org). Al secuenciar esta región en la cepa SK598 de S. 
mitis, se comprobó que está compuesta por estos mismos 8 genes, pudiéndose 
Figura 9. Representación esquemática de la región lic en diferentes cepas: S. pneumoniae R6, S. mitis
SK598, S. mitis 12261T y S. pneumoniae P023. Se indica el nombre de los genes, la dirección de 
transcripción y los porcentajes de identidad entre las proteínas codificadas.   
S. mitis 12261T
licC licB licA tarJ tarI tacF licD1 licD2
S. pneumoniae R6
99% 95% 93% 98% 97% 98% 97% 97%
S. mitis SK598
99% 97% 100% 94% 95% 99%
S. pneumoniae P023
S. mitis 12261T
99% 98% 95%97% 96% 97%
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determinar el punto de recombinación entre los genomas de las cepas R6 y SK598 que 
dio lugar a la cepa P023 (coordenadas: 1151420 y 1151431 para el extremo 5’ y 
1152875 y 1152966 para el extremo 3’ del genoma de R6). Este evento de 
recombinación provocó un intercambio de una región de DNA que comprende desde la 
región 5’ del gen tacF hasta la región 5’ del gen licD1 (Figura 9), dando lugar a 
cambios de aminoácidos localizados únicamente en la secuencia del transportador TacF 
y que se detallan en el punto 1 de Resultados de esta Memoria. 
 
 
La secuenciación completa del “cluster” lic en la cepa de S. mitis SK598 puso de 
manifiesto que aunque está compuesto por el mismo número de genes y con identidades 
superiores al 90% con respecto a la cepa R6 de neumococo, contiene algunas mutaciones 
puntuales con respecto a la secuencia del “cluster” lic de la cepa R6 determinantes para la 
funcionalidad de algunas proteínas. Estas mutaciones se localizan en la región codificante de 
los genes licB y licA; por un lado se detectó un cambio de nucleótido en el gen licA, en la 
   Nombre                             Secuencia     Coordenadas a,b  
licC3’ 5’-TCTGCAATATCACCCAACAAAAG-3’ 1146618-1146640 
licC5’ 5’-CACCGCTAGATATGCTGACAATT-3’ 1147612-1147790(c) 
licB3’ 5’-AAGGCTTTAGGGGTATTTTCAGT-3’ 1147654-1147676 
licB5’ 5’-CGTTACCAAAGAGCTGTTAAAGG-3’ 1148463-1148441(c) 
licA3’ 5’-AATAATAAGACAATCCCAAATACAG-3’ 1148008-1148032 
licA5’ 5’-GTCTTTGCAACCGATTTAAACAC-3’ 1149349-1149327(c) 
Spr1148 3’ 5’-CAATGTATTGCTTATTTGTTGTTTTG-3’ 1149147-1149172 
Spr1148 5’ 5’-CAACCGTAACAGATTTGAAGATTG-3’ 1150369-1150346(c) 
Spr1149 3’ 5’-GACTCGTGAATCATTGCCATTG-3’ 1150116-1150137 
Spr1149 5’ 5’-TAGAGCATTTAATTTTATACTTTTCATTC-3’ 1151389-1151361(c) 
licD1 3’ 5’-GCTCCAAGCATGGTTCCATAAC-3’ 1153786-1153765(c) 
licD1 5’ 5’-CATTTTTGATTAATACTGGTTTGATTG-3’ 1152711-1152737 
licD2 3’ 5’-ACGAACTGCTGACGAAGATGG-3’ 1154887-1154867(c) 
licD2 5’ 5’-CAATTTTATGGAGATTATATGACCCTAC-3’ 1153577-1153601 
licD2 3’ int 5’-GAATTTTCTAATTGATTTGTTCGC-3’ 1154673-1154651(c) 
licD2 5’ int 5’-GATTCCTTGGGATGATGATATTG-3’ 1153804-1153825 
Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación del operón lic en las distintas cepas 
a Las coordenadas indicadas corresponden a la secuencia de la cepa R6 de S. pneumoniae. 
b (c) indica los oligonucleótidos equivalentes en la cadena complementaria. 
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posición equivalente a la coordenada 1149092 del genoma de R6, lo que origina un codón de 
terminación de la traducción y la síntesis de una proteína truncada de 34 aminoácidos. 
Además, se vio una inserción de dos nucleótidos en la secuencia de la cepa SK598 en la 
región equivalente a la coordenada 1148368 del genoma de R6, lo que provoca un cambio en 
el marco de lectura que da lugar a una proteína LicB truncada de 23 aminoácidos. La 
importancia fisiológica previsible de la existencia de estas dos proteínas truncadas consistiría 
en la incapacidad de la cepa SK598 para incorporar la colina al citoplasma desde el medio 
extracelular (LicB no funcional), así como la imposibilidad de fosforilar el aminoalcohol 
para su posterior unión covalente a los ácidos teicoicos (LicA no funcional). La síntesis 
truncada de estas dos proteínas explicaría que la cepa SK598 no incorpore colina en sus 
ácidos teicoicos aunque se multiplique en medios de cultivo que contienen el aminoalcohol. 
Incluso en el caso de que la colina pudiese entrar mediante otro proceso no ligado a LicB, 
esta colina no sería fosforilada. La suma de ambas deficiencias génicas, trasladadas a las 
correspondientes proteínas, serían determinantes para la incapacidad de incorporar colina a 
sus ácidos teicoicos.  
 
4.1.2. Búsqueda de los genes implicados en la síntesis de fosforiletanolamina 
en la cepa SK598 de S. mitis 
La capacidad de sintetizar etanolamina que poseen diferentes organismos viene 
determinada principalmente por la presencia de genes/proteínas correspondientes a la 
ruta metabólica del aminoácido serina (Figura 6 de la Introducción de esta Memoria). 
Las primeras proteínas de esta ruta corresponderían a las enzimas EC 2.7.8.8 y EC 
4.1.1.65 que, de forma secuencial, catalizarían la transformación de serina en O-
fosfatidil-L-serina y 3-fosfatidil-etanolamina, respectivamente. Este último compuesto, 
mediante la fosfolipasa C (EC 3.1.4.3), liberaría fosforiletanolamina y D-1,2-
diacilglicerol. El análisis de la secuencia de las distintas cepas de neumococo, así como 
de algunos genomas completos de bacterias filogenéticamente relacionadas del género 
Streptococcus (S. pyogenes, S. agalactiae, S. mutans, S. thermophilus y S. suis), sugería 
que los genes necesarios para la síntesis final de fosforiletanolamina por medio del 
metabolismo de la serina, estaban ausentes en estas bacterias. De igual manera, la 
secuencia no ensamblada a la que se tiene acceso de la cepa tipo NCTC 12261T de S. 
mitis reveló que estos mismos genes tampoco estarían codificados en el genoma de esta 
bacteria. Sin embargo, los dos primeros genes necesarios de este proceso metabólico, 
codificantes de las proteínas EC 2.7.8.8 y EC 4.1.1.65, sí que parecían estar presentes en 
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las especies S. sanguinis y S. gordonii y no así el gen codificante de la tercera de las 
proteínas necesarias para la síntesis de fosforiletanolamina (fosfolipasa C, EC 3.1.4.3). 
Se ha descrito, sin embargo, que las lipasas pueden tener un amplio espectro de 
sustratos a degradar, pudiendo ser reemplazada la funcionalidad de esta enzima por 
otras fosfolipasas de la bacteria (Klibanov, 1989). Las dos primeras proteínas 
implicadas en esta ruta de síntesis de etanolamina, también se encuentran codificadas en 
el genoma de otras especies bacterianas, tanto Gram-positivas como Gram-negativas, 
como Neisseria meningitidis, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, y algunas 
especies del género Clostridium. Es interesante destacar que en las especies Clostridium 
acetobutylicum, Clostridium perfringens y Clostridium tetani se pueden encontrar los 3 
genes necesarios para la transformación de serina a fosforiletanolamina, así como en 
algunas especies del género Bacillus.  
Los genes/proteínas implicados en los dos primeros pasos de la conversión de 
serina en fosfoetanolamina en las diferentes especies enumeradas presentan una alta 
diversidad de secuencia entre los distintos géneros bacterianos. Sin embargo, esto no 
ocurre dentro del mismo género, como se observa claramente en el caso de S. sanguinis 
y S. gordonii que presentan una identidad del 92% para la secuencia génica y  un 95% 
para la secuencia aminoacídica de la enzima EC 2.7.8.8, y un 93 y 95% para el gen y la 
proteína de la enzima EC 4.1.1.65, respectivamente.  
Teniendo en cuenta las secuencias de los dos primeros genes implicados en 
esta ruta, se diseñaron los oligonucleótidos FSS 5’ (5’-
ATGAAGAAGAATGAACCTTTGTTTATC-3’) y FSS 3’ (5’-
CCCCAGACCAATCAAGCTAGC-3’) que amplifican el gen de la fosfatidilserina 
sintasa (EC 2.7.8.8) de S. sanguinis y S. gordonii (614 pb/608 pb), y los 
oligonucleótidos FSD 5’ (5’-ATGGTTAAGGTCTATCAGAGAAGGAC-3’) y FSD 3’ 
(5’-CTAATCGTTTAAACATAGCTTTTCTCC-3’) que amplifican el gen de la 
fosfatidilserina descarboxilasa (EC 4.1.1.65) de S. sanguinis y S. gordonii (873 pb en 
ambos casos). Las amplificaciones por PCR con estos oligonucleótidos dieron 
resultados negativos al utilizar como molde el DNA cromosómico de la cepa SK598 de 
S. mitis. En un experimento complementario, estos mismos oligonucleótidos se 
utilizaron para producir sondas marcadas con digoxigenina y se usaron para hibridar 
“Southern-blots” con DNAs digeridos con HindIII. El resultado también fue negativo 
cuando se hibridó el DNA digerido de la cepa SK598 de S. mitis. Todos estos resultados 
parecen indicar que estos genes no se encuentran presentes en el genoma de la cepa 
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SK598 de S. mitis, o que sus secuencias nucleotídicas no son homólogas a las 
encontradas en S. sanguinis y S. gordonii. 
  
4.1.3. Capacidad de los diferentes transportadores TacF para translocar 
ácidos teicoicos cargados con colina 
Como se ha señalado en el apartado 1 de Resultados (Figura 5 de dicho 
apartado), la cepa de S. pneumoniae P501 presenta una mayor eficacia biológica cuando 
se cultiva en medios carentes de aminoalcohol con respecto a la cepa R6Chi, mientras 
que es comparable a la eficacia biológica presentada en las mismas condiciones por la 
cepa JY2190. Además, en estas condiciones pueden observarse diferencias fenotípicas 
entre las cepas; aunque en todos los casos se observa una morfología encadenada al 
multiplicarse en medios sin aminoalcohol, en la cepa R6Chi aparecen deformaciones 
celulares que están ausentes, o en mucho menor número, en las cepas JY2190 y P501. 
Sin embargo, cuando las distintas cepas se cultivaban en medios en presencia de un 
aminoalcohol como la etanolamina, esta tendencia se veía ligeramente invertida ya que 
la cepa P501 alcanzaba una menor DO550 que la alcanzada por la cepa R6Chi (Figura 5, 
apartado 1).   
Las diferencias observadas entre las cepas P501 y R6Chi podrían estar 
indicando que el segundo cambio de aminoácido que aparece en el transportador TacF 
de la cepa P501 (Val32→Leu32, Val234→Phe234 ) con respecto a la misma proteína TacF 
de la cepa R6Chi (Val234→Phe234) (Figura 3, punto 1), estaría provocando un cambio en 
la conformación de la proteína que favorecería la salida de los ácidos teicoicos libres de 
colina para formar parte de la pared celular, y que podría estar determinando un ligero 
impedimento en el caso de llevar unido covalentente un aminoalcohol. Para comprobar 
si este cambio en la conformación de la proteína tenía como consecuencia la preferencia 
en la translocación de ácidos teicoicos o precursores de los mismos, cargados o no con 
aminoalcohol, se llevaron a cabo diferentes experimentos en el laboratorio del profesor 
Alexander Tomasz, en la Universidad Rockefeller de Nueva York. Estos ensayos se 
basan en las propiedades que adquiere la bacteria cuando pasa de un estado en el que no 
tiene colina en la pared, a otro en el que se incorpora colina sobre la superficie 
bacteriana, tales como:  
1) la capacidad de desencadenamiento de las bacterias al ser activa la enzima 
LytB, 
2) la lisis inducida con DOC al activarse la autolisina LytA, 
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3) las diferencias en la patogenicidad al pasar de un estado no virulento 
(células sin colina) a uno virulento (células con colina).  
Además, se llevó a cabo el estudio en la tasa de crecimiento de estas cepas al 
pasar de medios sin aminoalcohol, a medios con colina. En estas condiciones, se 
comprobó que la cepa D39Chi presentaba una clara preferencia por medio con colina, 
mientras que D39501 y D39JY2190 crecían por igual en los dos medios citados 
anteriormente (datos no mostrados).  
 
4.1.3.1. Influencia de los distintos mutantes de TacF en la patogénesis de 
neumococo en modelos murinos 
Ya se ha comentado en la Introducción que la capacidad patogénica de las 
distintas cepas de neumococo en modelos murinos requiere la presencia de cápsula, 
puesto que la ausencia de ésta permite la eliminación de la bacteria mediada por el 
sistema inmune del ratón. De esta manera, para poder llevar a cabo experimentos de 
patogénesis comparada en estos animales entre las distintas cepas de neumococo 
capaces de multiplicarse en medios sin aminoalcohol, se transfirieron las distintas 
mutaciones en el gen tacF a la cepa capsulada D39, de serotipo 2, mediante 
transformación genética con el DNA cromosómico de las cepas R6Chi, P501 y JY2190, 
seleccionándose aquellos transformantes capaces de crecer en ausencia de aminoalcohol. 
La incorporación de la secuencia apropiada del gen tacF para cada transformante se 
comprobó por la amplificación de dicho gen con los oligonucleótidos spr1150atg y 
spr1150stop y la posterior secuenciación del amplicón resultante. Las cepas mutantes de 
tacF resultantes, se  denominaron D39Chi, D39501 y D39JY2190, respectivamente. 
Estas tres cepas derivadas de la cepa D39 con los distintos alelos de las proteínas 
transportadoras TacF se cultivaron a 37ºC en dos condiciones diferentes: en medios con 
colina (medio C+Y), situación en la que los ácidos teicoicos de las bacterias estarán 
cargados con el aminoalcohol, y en medios carentes de aminoalcohol (medio Cden sin 
aminoalcohol), donde los ácidos teicoicos bacterianos estarán libres de aminoalcohol 
anclado a ellos. Las bacterias se cultivaron hasta alcanzar una DO550 ≈ 0,6. A 
continuación, los cultivos se centrifugaron y se resuspendieron en solución salina para 
obtener una concentración bacteriana de 107 UFC/ml y se prepararon 4 diluciones 
seriadas 1/10 de esta concentración inicial. Las distintas cepas cultivadas en cada uno de 
los medios fueron inyectadas intraperitonealmente utilizando 0,5 ml de cada una de las 
diluciones (entre 107 y 104 UFC/ml), en hembras de ratón CD1 de ocho semanas de 
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edad (5 ratones por concentración), evaluándose la capacidad patogénica de cada una de 
las cepas y condiciones en cada ratón durante 3-13 días (Figura 10).  
Los datos obtenidos sobre la patogenicidad de la bacteria en modelo murino 
por inyección intraperitoneal, indicaron que las cepas D39Chi y D39501 eran tan 
virulentas como la cepa parental D39 (los ratones morían en 12 h), cuando éstas 
procedían del crecimiento en medios con colina. Sorprendentemente, la cepa D39JY 
presentaba una virulencia mucho menor con respecto a la D39 (hasta 48 h) en estas 
mismas condiciones. Cuando las distintas cepas se cultivaron en medios carentes de 
Figura 10. Datos de supervivencia de ratones CD1 de ocho semanas, en infección intraperitoneal, con las 
cepas D39Chi, D39501 y D39JY2190 portadoras de distintos TacF procedentes de las cepas P501, R6Chi 
y JY2190, respectivamente. Las cepas se cultivaron tanto en medio C + Y (conteniendo colina), como en 
medio Cden en ausencia de aminoalcohol, tras lo que se inyectaron en los ratones para evaluar su 
patogénesis.  
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colina (Cden sin aminoalcohol) previamente a la inyección en el ratón, se observó que 
la cepa D39Chi no variaba su patrón de patogénesis comparado con la inyección de la 
bacteria cuando ésta había sido crecida previamente en medios con colina, lo que 
indicaría que esta cepa tiene una alta velocidad en la reversión desde un fenotipo carente 
se colina en la superficie bacteriana (avirulento), al fenotipo con colina en la superficie 
(virulento). Sin embargo, en el caso de la cepa D39501 este patrón en la patogénesis se 
ve ligeramente retardado, y en la cepa D39JY2190 la virulencia disminuía 
considerablemente cuando se crecía la bacteria en medios sin colina antes de la 
inyección en el ratón.  
Por lo tanto, el cambio más acusado en el grado de virulencia de las tres cepas 
mutantes probadas, multiplicadas en medios con y sin aminoalcohol era el 
experimentado por la cepa D39JY2190, que veía reducida significativamente su 
virulencia cuando la bacteria procedía del cultivo en medios carentes de aminoalcohol, 
y sólo la recuperaba en parte cuando el medio de crecimiento previo a la inyección 
contenía colina. 
 
4.1.3.2. Influencia de los distintos mutantes de TacF en la actividad de 
distintas CBPs 
Como ya se ha indicado, la ausencia de colina en la pared celular de S. 
pneumoniae inhibe la actividad de las CBPs produciendo diferentes efectos fenotípicos, 
como la formación de largas cadenas (debido a la deficiencia de LytB) y la resistencia a 
la lisis por el tratamiento con el DOC (por la deficiencia de LytA). Estos efectos se 
revierten en las cepas D39Chi, D39JY2190 y D39501 cuando al medio se le añade 
colina, ya que las bacterias captan el aminoalcohol, lo anclan a los ácidos teicoicos que, 
a través del transportador TacF, se sitúan correctamente en la pared bacteriana y 
permiten el buen funcionamiento de las CBPs. Con estas premisas, se llevó a cabo un 
estudio sobre la capacidad de reversión al fenotipo típico (carencia de 
aminoalcohol→colina) en las cepas citadas anteriormente. 
Efecto sobre LytB: Las cepas de neumococo mutantes en tacF se cultivaron en 
medios carentes de aminoalcohol, hasta una DO550 ≈ 0,3 presentando un fenotípo típico 
encadenado. A estos cultivos se les añadió colina (5 μg/ml, concentración final) y se 
siguió la disminución del número de bacterias que componían las cadenas con respecto 
al tiempo. En este tratamiento no se vieron diferencias significativas en la velocidad de 
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desencadenamiento entre las distintas cepas de neumococo estudiadas y, después de 80 
min, todos los cultivos presentaban un fenotipo similar con mayoría de diplococos.  
Efecto sobre LytA: Las mismas cepas anteriores se cultivaron en ausencia de 
colina, y a una DO550 ≈ 0,4 se añadieron diferentes concentraciones finales de colina, 
desde 0,0005 a 5 μg/ml. A distintos tiempos después de la adición de colina, se trataron 
los cultivos con DOC (5 min a 37ºC) y la lisis de cada uno de ellos se midió por la  
variación en la DO550 de cada muestra antes y después del tratamiento con DOC (0,2%). 
La comparación de los resultados obtenidos a las distintas concentraciones de colina, 
determinaron que la concentración final elegida fuera de 0,05 μg/ml, pues era donde se 
observaba una mayor diferencia entre cepas en la lisis inducida por DOC (Figura 11). 
De estos datos se puede concluir que la cepa D39JY2190 necesita un tiempo mayor tras 
la adición de la colina al medio, para llevar a cabo una lisis del cultivo mediada por 
LytA inducida con DOC, en comparación con la relación tiempo/lisis en las cepas 
D39501 y D39Chi. Este diferente comportamiento entre cepas era notorio a tiempos 
cortos después de la adición de colina, pues después de 15 min el porcentaje de 
bacterias lisadas inducidas por DOC no presenta diferencias significativas entre ellas.  
Esto podría indicar que el transportador TacF presente en la cepa D39JY2190, 
presenta una preferencia por el transporte de ácidos teicoicos hacia la pared bacteriana 
Figura 11. Lisis inducida por DOC de las cepas D39JY2190, D39501 y D39Chi. Los cultivos se 
crecieron en ausencia de aminoalcohol hasta una DO550 ≈ 0,4 y en ese momento (tiempo=0) se añadieron 
0,05 μg/ml de colina.  A continuación, y a distintos tiempos, se midió el porcentaje de lisis provocado por
DOC (5 min, 37ºC) comparando la variación en la absorbancia en la DO550 de los cultivos con y sin DOC.
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que no contienen colina unida covalentemente a ellos, y/o que la cantidad de colina en 
la superficie de esta cepa es menor a la presentada por las cepas D39501 y D39Chi. 
 
4.1.3.3. Cantidad de colina en la superficie de distintas cepas de neumococo 
Los resultados anteriores sobre la capacidad de reversión de un fenotipo típico 
de neumococo sin colina en la pared, a otro con colina parecen indicar que la cantidad 
de este aminoalcohol, o la velocidad con la que se localiza en la pared, son diferentes 
dependiendo de la cepa analizada. Para cuantificar el contenido de colina en la 
superficie de cada cepa, se llevó a cabo un ensayo de incorporación de colina radiactiva 
(3H-colina). Las cepas D39, D39Chi, D39501 y D39JY2190 se cultivaron en medio 
Cden hasta una DO550 ≈ 0,1, se añadió 1 μCi/ml de 3H-colina y los cultivos se 
mantuvieron a 37ºC hasta una DO550 ≈ 0,4. A continuación, 3 ml de cada muestra se 
filtraron por membranas Millipore (tamaño de poro 0,22 μ) para retener selectivamente 
las bacterias. Estas membranas se lavaron 5 veces con 3 ml de medio Cden conteniendo 
1 mg/ml de colina, se secaron a 100ºC y se midió su radiactividad en un contador de 
centelleo. El resultado mostró que la cepa D39JY2190 contenía un 50% de colina con 
respecto a la cepa parental D39, mientras que las otras dos cepas contenían un 80% de 
colina comparada con la misma cepa D39. Estos datos vienen a corroborar el 
comportamiento observado por estas cepas en la sensibilidad frente al DOC y apuntan 
claramente a que D39JY2190 procesa más lentamente la colina hasta el destino final en 
los ácidos teicoicos, lo que condiciona el menor contenido del aminoalcohol en la célula 
con respecto a las cepas D39, D39Chi y D39501. 
 
4.1.4. Análisis de los genes licD en la cepa D39JY2190 
Los resultados comentados anteriormente indicarían que la cepa D39JY2190 
contiene una menor cantidad de colina sobre su superficie en medios con colina. Para 
determinar si las diferencias observadas en esta cepa pudieran estar ocasionadas por la 
carencia de uno de los genes licD encargados de la unión covalente de la colina a los 
residuos de GalNAc de los ácidos teicoicos, se llevó a cabo la secuenciación de dichos 
genes, comprobándose que la cepa D39JY2190 presentaba una inserción de una adenina 
entres las que serían las coordenadas 1153679 y 1153680 del gen licD2 en el genoma de 
R6; además, la secuenciación de este mismo gen en la estirpe parental de JY2190, la 
cepa Rx1, reveló que esta mutación estaba también presente en Rx1. Esta inserción 
provocaría la síntesis de una proteína LicD2 truncada lo que determinaría que los ácidos 
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teicoicos que porta esta bacteria sobre su pared celular contengan una única molécula de 
colina por residuo de ácido teicoico, y por tanto un máximo del 50% de colina sobre su 
pared bacteriana con respecto a la cepa D39.  
 
4.1.5. Localización de CBPs en cepas cultivadas en ausencia de colina 
 Debido a la importancia de las CBPs en la fisiología de neumococo, y a su 
disposición en la pared bacteriana determinada por la presencia de colina, parecía 
interesante analizar la localización de distintas CBPs en cepas creciendo en ausencia o 
presencia de colina. Para ello se cultivaron las cepas P501 y P121 (P501, licB::Km) (ver 
apartado 4.3.1. de Resultados) en 10 ml de medio conteniendo colina (C+Y) a 37ºC. 
Hay que recordar que la cepa P121, debido a la mutación en el gen licB, no puede 
incorporar colina desde el medio hacia el citoplasma bacteriano. A una DO550 ≈ 0,3 se 
paró el crecimiento bacteriano en hielo-agua durante 5-10 min, se centrifugó y el 
sobrenadante del cultivo se filtró con filtros Millipore de 0,22 μ para eliminar las 
bacterias. El extracto proteico del sobrenadante del cultivo se precipitó con TCA al 10%, 
y se reservó para su posterior análisis. El sedimento bacteriano se resuspendió en 200 μl 
de PBS conteniendo 2% de colina, y 0,05% de Brij, dejándose en agitación suave 
durante 14 h a 4ºC el objeto de liberar las posibles CBPs presentes en la pared 
bacteriana. Posteriormente, la muestra se centrifugó a 15500 x g durante 15 min y el 
sobrenadante obtenido se separó para su posterior análisis, mientras que el sedimento 
celular se resuspendió en 500 μl de PBS y se procedió a su sonicación. El extracto 
celular obtenido tras la sonicación bacteriana fue centrifugado en las mismas 
condiciones del paso anterior, separándose la fracción soluble de la insoluble para su 
posterior análisis.  
Las muestras recogidas en cada paso se analizaron en SDS-PAGE, igualando las 
concentraciones proteicas entre las distintas muestras. Para determinar la concentración 
de las proteínas se utilizó la técnica Bradford o la densitometría de los geles de SDS-
PAGE para la muestra que contenía Brij. Dado que en la muestra correspondiente al 
sobrenadante del cultivo precipitado con TCA la concentración de proteínas obtenidas 
era muy baja, se cargó en los geles de SDS-PAGE menos proteína que para el resto de 
las muestras.  
A continuación, se llevó a cabo un análisis por Western-blot para determinar 
dónde se localizaban las CBPs analizadas (LytA, LytB, LytC y Pce) en las distintas 
fracciones de los cultivos con y sin colina (Figura 12). En el caso de LytA, cuando la 
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bacteria contiene colina en su superficie (cepa P501), se puede observar que la proteína 
está repartida entre la fracción proteica extraída con 2% de colina, y la fracción 
insoluble (pared celular y membrana) (panel BI, cepa P501, calles 2 y 4, 
respectivamente); por el contrario, en el caso de que la bacteria no contenga colina 
(cepa P121) se observa que LytA no se libera en presencia de 2% de colina, apareciendo 
principalmente en las estructuras insolubles de la bacteria y una cantidad menor, pero 
Figura 12. Localización, por Western-blot, de las CBPs LytA, LytB, LytC y Pce en distintas fracciones 
de las bacterias P121 y P501. A) Gel de SDS-PAGE de las distintas fracciones. B) Western-blot frente a 
cada una de las CBPs estudiadas. Calles: C, mezcla de las 4 CBPs purificadas; 1, sobrenadante del 
cultivo precipitado con 10% de TCA; 2, proteínas liberadas en presencia de 2% colina; 3, fracción 
citoplásmica soluble; 4, fracción insoluble, mayoritariamente de pared celular y membrana plasmática. 
Los marcadores de masa molecular, en kDa, se indican a la izquierda de cada panel. Se usaron sueros 
policlonales a una dilución 1:2000 (para LytA y LytC) o 1:1000 (para LytB y Pce). 
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significativa, en la fracción correspondiente al citoplasma (panel BI, cepa P121, calles 4 
y 3, respectivamente). En el caso de LytB, en la cepa que presenta colina en su 
superficie (P501), se encuentra fundamentalmente en la fracción liberada con 2% de 
colina (panel BII, cepa P501, calle 2), aunque también se detecta una pequeña fracción 
de la proteína tanto en el citoplasma bacteriano, como en la fracción celular insoluble 
(panel BII, cepa P501, calles 3 y 4, respectivamente). En el caso de la cepa sin colina en 
su superficie, LytB parece localizarse principalmente en la fracción celular insoluble, 
aunque también se encuentra en el citoplasma (panel BII, cepa P121, calles 4 y 3, 
respectivamente). En este caso, sin embargo, LytB no se libera en presencia de 2% de 
colina (panel BII, cepa P121, calle 2). 
En lo que se refiere a LytC, se puede observar que su nivel de expresión es muy 
bajo en condiciones de crecimiento sin colina (panel BIII, cepa P121), con respecto a su 
expresión con colina (panel BIII, cepa P501), detectándose principalmente en 
condiciones de ausencia de colina en la fracción celular insoluble (panel BIII, cepa P121, 
calle 4). Sin embargo, cuando la bacteria contiene colina en su pared, LytC se distribuye 
a lo largo de todas las fracciones analizadas, sobre todo en la correspondiente al 
sobrenadante del cultivo (panel BIII, cepa P501, calle 1). Este resultado es 
especialmente sorprendente dado que la concentración proteica de esta fracción es 
prácticamente indetectable por densitometría de geles de SDS-PAGE (panel A, calles 1). 
Por último, en el caso de Pce parece que los niveles de expresión de la proteína en estas 
condiciones son muy bajos y no se pueden detectar por este método. Esta última 
observación estaría en consonancia con los niveles de expresión medidos para pce en 
condiciones de crecimiento con colina, donde se observó que la expresión de la 
fosforilcolinesterasa es considerablemente menor al resto de genes codificantes de CBPs 
líticas. Este gen parece alcanzar su expresión máxima a principios de la fase 
estacionaria del cultivo (datos no publicados). 
Los resultados obtenidos sobre la localización de las diferentes CBPs en cepas 
que incorporan colina en la superficie celular con respecto a las cepas que no incorporan 
colina, sugieren que estas proteínas se comportan de manera diferente en cuanto a su 
distribución subcelular en ambos tipos de cepas. Resulta significativo que mientras la 
expresión de LytC se reduce en ausencia de colina, los niveles de LytA y LytB no 
varían en presencia o ausencia de colina. Por otro lado, en bacterias que no incorporan 
este aminoalcohol, LytA y LytB se detectan en el citoplasma y en la fracción de 
envuelta celular, pero parece que en este último caso las proteínas se unen a la envoltura 
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celular a través de enlaces diferentes a como lo hacen cuando existe colina. Prueba de 
ello es que en ausencia del aminoalcohol no pueden ser liberadas por altas 
concentraciones de colina. Probablemente, esto significa que la presencia de colina 
condiciona de manera muy selectiva el tipo de asociación de estas proteínas a la pared a 
través de este aminoalcohol, lo que motiva que en ausencia de colina las proteínas 
tengan opción a seleccionar otras formas de anclaje menos específicas. En este sentido, 
se puede observar que sobre todo en el caso de LytA, cuando la bacteria no contiene 
colina en su pared, aparece una proporción mayor de la proteína en la fracción 
citoplásmica, lo que podría indicar que en estas condiciones la proteína se transloca peor 
a la superficie bacteriana. Pero, teniendo en cuenta que la fracción soluble se obtiene 
mediante sonicación, también podría indicar una mayor facilidad de liberación de la 
misma por la sonicación a partir de la envoltura celular en ausencia de colina dado que 
en este caso los enlaces son más débiles. 
Resultados 
4.2. Experimentos adicionales relacionados con el gen /proteína CbpF 
 
4.2.1. Detección del gen cbpF en varias cepas de S. pneumoniae y en otros 
estreptococos relacionados 
Para determinar la presencia del gen cbpF en distintas cepas de S.  pneumoniae y 
en varios estreptococos filogenéticamente próximos, se llevaron a cabo experimentos de 
hibridación por Southern-blot (Southern, 1975). Para ello los DNAs cromosómicos de 
diversas estirpes se aislaron y digirieron con la enzima de restricción PstI. La 
hibridación por la técnica de Southern se realizó según el protocolo descrito (Sambrook 
et al., 1989), utilizándose como sonda el gen cbpF amplificado con los oligonucleótidos 
A012 (cgggatCcAATACCACAGGTGGCCGATTTG; 342037-342058) y A013 
(AactGCAgTCGCTTCTTTCATTATTGAACCCA; 342961-342984), marcada con 
digoxigenina. Las letras en minúscula indican la secuencia extra añadida sobre la 
secuencia del oligonucleótido para incluir dianas de restricción que aparecen 
subrayadas, para el uso posterior del amplicón en procesos de clonación. Los 
procedimientos de detección por quimioluminiscencia se realizaron con “DIG 
Luminescent Detection Kit” (Boehringer Mannheim), siguiendo las instrucciones de los 
proveedores. 
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Figura 13. Southern-blot de los DNAs genómicos de distintas cepas de S. pneumoniae y estreptococos 
relacionados digeridos con la enzima de restricción PstI, utilizando como sonda el gen cbpF. 
Los resultados de estos análisis (Figura 13) indican que la sonda hibridó con 
los genomas de la cepa de S. oralis y de las cepas de S. pneumoniae R6 y TIGR4 pero 
no con el genoma de la cepa tipo de S. mitis sugiriendo que este gen no se encuentra 
ampliamente distribuido entre todos los estreptococos ensayados y que por lo tanto se 
trata de un gen que desempeña un papel especifico de especie. Este dato se ha 
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confirmado con el análisis completo de la secuencia de S. mitis NTCC 12261T; 
curiosamente, en la región donde se localizaría el gen cbpF aparece otra CBP diferente 
que también presenta en su extremo C-terminal la misma secuencia repetida de 127 pb 
que CbpF y CbpJ (ver apartado 2.3. de Resultados). 
 
4.2.2. Localización subcelular de CbpF 
Para alcanzar la localización sobre la pared celular, la mayoría de las proteínas 
pertenecientes a la familia de las CBPs, entre las que se encuentran LytB, LytC y Pce, 
presentan una secuencia en su región N-terminal que corresponde a un péptido señal. 
Este también es el caso de CbpF. Para determinar la presencia de CbpF en las distintas 
localizaciones subcelulares de la bacteria, se realizó un subfraccionamiento de los 
extractos celulares de la cepa R6 y del mutante en el gen cbpF, P001. Para ello, se 
cultivaron cada una de las cepas en 10 ml de medio C+Y, hasta una DO550 ≈  0,4, y se 
centrifugaron a 3000 rpm, durante 10 min a 4ºC en el rotor SS34. El sobrenadante del 
cultivo se concentró 100 veces con ácido tricloroacético (TCA). El precipitado celular 
se digirió con la amidasa de neumococo LytA, hasta un estado de protoplastos en un 
tampón fosfato pH 8 0,5 M, conteniendo 25% de sacarosa, 10 mM EDTA, 0,4 mg/ml de 
BSA y 0,15 M de NaCl, dejando actuar a LytA durante 30 min a 37ºC. Las células en 
estado de protoplastos se centrifugaron a 1900 g durante 10 min, obteniéndose un 
sobrenadante que correspondería a las estructuras periféricas de la bacteria. El 
precipitado se resuspendió en 1 ml de H2O, congelando y descongelando 3 veces 
pasando de una temperatura de -70 a 37ºC. Tras centrifugar nuevamente en las mismas 
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Figura 14. Localización subcelular de CbpF. A) SDS-PAGE de las distintas fracciones celulares de 
neumococo. En la cepa R6 de neumococo: 1. Sobrenadante del cultivo. 2. Envueltas periféricas. 3. 
Fracción celular soluble. 4. Fracción celular insoluble. 6, 7, 8 y 9 son equivalentes a 1, 2, 3 y 4 en la cepa 
P001. B) Western-blot frente a las distintas fracciones celulares, equivalente al panel  A. El carril 5 
corresponde a los marcadores de peso molecular. 
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condiciones anteriores, se obtuvo un sobrenadante que correspondería al citoplasma 
celular, y un precipitado que correspondería a las membranas celulares insolubles.  
Las distintas fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE y Western-
blot (Figura 14) mediante el anticuerpo del suero de conejo producido frente a CbpF. 
Con este procedimiento se pudo observar que la proteína CbpF se encontraba localizada 
en las estructuras periféricas de neumococo como proteína procesada, mientras que la 
forma no procesada se encontró en la fracción correspondiente al citoplasma celular.  
 
4.2.3. Localización de CbpF en la superficie de neumococo. Fusión CbpF-
GFP 
Para determinar la localización de la proteína CbpF en la superficie de 
neumococo, se llevó a cabo la clonación del gen cbpF en el plásmido pRGR25 (de las 
Rivas et al., 2002). Este plásmido es un derivado de pT7-7 que contiene la secuencia 
codificante de GFP (Green Fluorescent Protein), de tal forma que permite hacer 
fusiones traduccionales entre la proteína problema y la proteína GFP, disponiéndose  
GFP en el extremo N-terminal de la fusión resultante. Para ello, se amplificó el gen 
spr0337 con los oligonucleótidos A012 y A013, que delimitan la secuencia codificante 
de la proteína CbpF madura, utilizándose como molde el DNA de la cepa R6. Estos 
oligonucleótidos contienen las dianas de las enzimas BamHI (A012) y PstI (A013), que 
se utilizaron para digerir tanto el fragmento de DNA resultante de la amplificación, 
como el vector pRGR25. Los productos de la digestión se ligaron y con la mezcla de 
ligación se transformó E. coli DH5α. De los transformantes obtenidos, se seleccionó por 
PCR uno que contenía el inserto adecuado, corroborando posteriormente la corrección 
de su secuencia. El plásmido recombinante pAGM41 se transfirió a E. coli BL21 (DE3) 
para poder llevar a cabo la expresión de la proteína de fusión. La hiperexpresión de la 
proteína se realizó en medio LB, induciendo el cultivo a una DO600 ≈ 0,5, con 50 μM de 
IPTG durante 3 h a 30ºC. A continuación, se centrifugó, se rompieron las células con la 
prensa de French y se separaron las fracciones soluble e insoluble. La presencia de la 
proteína de fusión GFP-CbpF en la fracción soluble se corroboró mediante geles de 
SDS-PAGE. 
Aprovechando la afinidad que presentan las CBPs por los análogos 
estructurales de colina, se llevó a cabo la purificación de la proteína de fusión GFP-
CbpF mediante una columna de DEAE-celulosa. Hay que destacar que la eliminación 
total de la colina del medio produce la precipitación de la proteína de fusión purificada, 
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por lo que se mantuvo una concentración de 35 mM de colina en el medio para permitir 
el estado soluble de la proteína. 
La proteína de fusión GFP-CbpF electroforéticamente pura se añadió a 
cultivos de las cepas R6, P001 en fase exponencial (DO550 ≈ 0,2 y 0,5) a una 
concentración de 3 μg/ml con el fin de determinar su localización sobre la superficie 
bacteriana. Los cultivos se mantuvieron a 37ºC durante 1 h y 30 min, y se observaron 
las células en un microscopio de fluorescencia confocal. El resultado demostró que 
GFP-CbpF se distribuía homogéneamente por toda la superficie celular, con una ligera 
tendencia a ocupar las zonas polares de la misma. Cabe destacar que cuando la proteína 
se añadió exógenamente al cultivo en fase exponencial tardía, no todas las bacterias 
dentro del mismo cultivo captaban la proteína con la misma afinidad (Figura 15), lo que 
Figura 15.  Localización de la proteína GFP-CbpF en la superficie celular de neumococo, en las cepas R6 y 
P001. Se muestran las bacterias observadas con luz visible, y con fluorescencia confocal. La cantidad de 
proteína añadida fue de 3 µg/ml, a distintas DO. 
R6 
DO = 0..2  
tpo = 0 
R6 P001 P001 
DO = 0..2  
tpo = 1h 30’ 
DO = 0..5 
tpo = 0 
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indicaría que existe algún determinante dependiente del estado metabólico de la bacteria 
que determinaría la afinidad de la proteína de fusión por la misma. De igual modo cabe 
destacar que en cepas de neumococo cultivadas en ausencia de colina, así como en 
presencia de etanolamina como única fuente de aminoalcohol, la proteína de fusión 
CbpF-GFP no fue capaz de interaccionar con la pared de neumococo.  
 
4.2.4. Análisis del estado de agregación dependiente de colina de CbpF  
La proteína CbpF presenta una dependencia de la concentración de colina para 
su solubilidad, de tal manera que al eliminar la colina del medio en el que se encuentra 
la proteína purificada, se produce la precipitación de la misma. Para conocer el estado  
de asociación de la proteína CbpF se realizaron experimentos de 
ultracentrifugación analítica en diferentes condiciones experimentales. Primeramente se 
llevó a cabo un experimento de velocidad de sedimentación, con el objeto de determinar 
los distintos estados de agregación en los que se encontraba la proteína dependiendo de 
la concentración de colina presente en el medio. Para ello, la proteína CbpF purificada 
se dializó frente a 50 mM Tris pH 8 y concentraciones variables de colina (140, 70, 35, 
17,5 y 8,5 mM).  
1mg/ml 140mM colina
0,0E+00
1,0E+06
2,0E+06
3,0E+06
4,0E+06
2mg/ml 140mM colina
0,0E+00
2,0E+06
4,0E+06
6,0E+06
8,0E+06
0.5mg/ml 140mM colina
0,0E+00
4,0E+05
8,0E+05
1,2E+06
1,6E+06
0,0E+00 2,0E+06 4,0E+06 6,0E+06 8,0E+06 1,0E+07
2.2mg/ml 70mM colina
0,0E+00
2,0E+06
4,0E+06
6,0E+06
1.2mg/ml 35mM colina
0,0E+00
1,0E+06
2,0E+06
3,0E+06
0,3mg/ml 17,5mM colina
0,0E+00
2,0E+05
4,0E+05
6,0E+05
0,148mg/ml 8,5mM colina
0,0E+00
4,0E+04
8,0E+04
1,2E+05
1,6E+05
2,0E+05
0,0E+00 2,0E+06 4,0E+06 6,0E+06 8,0E+06 1,0E+07
Figura 16. Ensayos de velocidad de sedimentación en ultracentrifugación analítica. En el eje de abscisas se 
representan los valores de los coeficientes de sedimentación (s), y en ordenadas el valor de refracción. En 
cada una de las gráficas se indican las concentraciones de proteína, y de cloruro de colina.  
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De esta manera se obtuvieron las velocidades de sedimentación para CbpF a 
concentraciones de 2, 1, y 0,5 mg/ml en presencia de la concentración máxima de colina 
y de 2,2, 1,2, 0,3 y 0,14 mg/ml para el resto de concentraciones de colina (Figura 16). 
En estos experimentos de velocidad de sedimentación se observa que a una 
concentración de colina de 140 mM, la proteína presenta un coeficiente de 
sedimentación de 2,9 ± 0,11, correspondiente a un valor compatible con un estado 
monomérico de CbpF , este comportamiento se mantiene independientemente de la 
concentración de la proteína. Sin embargo, al disminuir la concentración de colina, se 
comprueba la aparición de diferentes estados de agregación de la proteína, de tal manera 
que en presencia de colina 70 mM el estado mayoritario correspondería a una proteína 
con coeficiente de sedimentación de 4,85 ± 0,12, compatible con un estado dimérico de 
la proteína. Por tanto, con esta colección de datos se puede concluir que a medida que 
disminuye la concentración de colina aumenta la tendencia a la agregación de CbpF, 
 
Figura 17. Estudio de la multimerización de CbpF por equilibrio de sedimentación en ultracentrifugación 
analítica. En ordenadas se representan las concentraciones de cada uno de los solutos mientras que en 
abscisas se representa el peso molecular en el equilibrio dividido por el peso molecular del monómero. A) 
Influencia de la concentración de colina sobre CbpF. B) Influencia de la concentración de NaCl sobre 
CbpF a una concentración de colina de 35mM. C) Influencia de la concentración de colina sobre el 
dominio de unión a colina de CbpF. 
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hasta convertirse mayoritariamente en una proteína dimérica. Este comportamiento es 
similar al que se observa cuando aumenta la concentración de proteína en la solución 
(datos no mostrados). Con objeto de determinar si el estado de dímero de la proteína en 
presencia de 70 mM de colina pudiera producirse a través del dominio de unión a 
colina, como ocurre en el caso de la amidasa LytA (Fernández-Tornero et al., 2001), se 
llevaron a cabo estos mismos ensayos de velocidad de sedimentación en 
ultracentrifugación analítica, con el dominio de unión a colina de CbpF a una 
concentración de 70 mM de colina, obteniéndose un valor de coeficiente de 
sedimentación de 1,6 ± 0,13 a una concentración de proteína de 0,27 mg/ml, lo que  
ajustaría perfectamente con un estado monomérico de la proteína. Esto sugiere que la 
dimerización de CbpF no tendría lugar a través del dominio de unión a colina, o que al 
menos requeriría de la presencia del dominio N-terminal de la proteína para que se 
produzca la dimerización. Para obtener más información sobre el proceso de agregación 
de CbpF en distintas concentraciones de colina y NaCl se hicieron experimentos de 
equilibrio de sedimentación. De los resultados obtenidos se puede concluir que CbpF 
multimeriza al eliminar la colina del medio, efecto que se ve compensado aumentando 
la fuerza iónica en el mismo. Es importante destacar que cuando el experimento se lleva 
a cabo sólo con el dominio de unión a colina de CbpF, no se ve este efecto de 
multimerización, lo que indicaría que este proceso depende del dominio N-terminal 
(Figura 17). 
 
4.2.5. Interacción de CbpF con la pared bacteriana 
Para determinar si el efecto inhibidor que ejerce CbpF sobre LytC (apartado 2.2. 
de Resultados) es debido a una interacción entre ambas proteínas se realizaron ensayos 
de entrecruzamiento de las proteínas en presencia de glutaraldehido como agente 
entrecruzante bifuncional. El ensayo se llevó a cabo según Migneault et al. (2004) 
empleando distintas concentraciones del agente entrecruzante (0,01 % y 0,03%), en 
presencia de una concentración de proteína de 10 μM durante 20 min a temperatura 
ambiente. Dado que no se observó entrecruzamiento en ninguna condición de las 
ensayadas, se puede deducir que no es probable que pueda producirse una interacción 
significativa entre las proteínas CbpF y LytC (Figura 18). Hay que destacar que en el 
caso de CbpF en presencia de glutaraldehido, aparece una banda de proteína de un 
tamaño que podría corresponder a un estado de dímero de CbpF (Figura 18, calles 2 y 8). 
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Figura 18. Ensayos de entrecruzamiento entre CbpF y LytC en presencia de glutaraldehido como agente 
entrecruzante.  Carriles 1, 2 y 3, CbpF con 0, 0,01 y 0,03% de glutaraldehido, respectivamente. Carriles 4, 
5 y 6 son similares a los carriles 1, 2 y 3 pero con la proteína LytC. Carriles 7, 8 y 9 corresponden a las 
mismas cantidades de glutaraldehido que 1, 2 y 3, respectivamente, pero con las proteínas CbpF y LytC 
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Una vez demostrado el efecto inhibidor de CbpF sobre LytC en ensayos in 
vitro ( Figura 3, apartado 2.2. de Resultados), se analizó con más detalle la naturaleza de 
esta inhibición enzimática. Para ello se realizó un ensayo de inhibición sobre paredes de 
neumococo invirtiendo el orden en el que se añaden los distintos componentes del 
mismo. De esta manera se comprobó que la inhibición por CbpF era significativamente 
mayor cuando se ponía primero en contacto CbpF con las paredes, que cuando existía 
una interacción previa de CbpF con LytC (Figura 19). Este resultado refuerza la idea de 
que la interacción causante de la inhibición tendría lugar entre CbpF y la pared de la 
bacteria, y no con la enzima lítica LytC. 
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Figura 19. Influencia de CbpF (0,36 μM) sobre la actividad lítica de LytC dependiente del momento de 
interacción de las proteínas entre sí, y de éstas con la pared bacteriana. 1, interacción inicial de CbpF con la 
pared, y posteriormente con LytC; 2, interacción inicial de CbpF con LytC, y posteriormente con la pared; 3, 
interacción inicial de LytC con la pared, y posteriormente con CbpF; 3, LytC sin CbpF en el ensayo. 
simultáneamente. 
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4.3. Experimentos adicionales relacionados con la sensibilidad de 
neumococo al ipratropio 
Con objeto de comprobar si los efectos del ipratropio sobre el crecimiento de 
neumococo estaban relacionados con el bloqueo del gen licB o con su unión a los ácidos 
teicoicos/lipoteicoicos se diseñaron varios experimentos para determinar los efectos que 
produce el ipratropio en cepas de neumococo mutantes en el gen licB y no dependientes 
de colina para su crecimiento. La observación del efecto sobre estas cepas pretende 
desentrañar el modo de acción de dicho compuesto en la multiplicación celular. 
 
4.3.1. Construcción de una cepa de neumococo deficiente en la 
incorporación de colina 
En el apartado 1 de Resultados se describe la obtención de la cepa de 
neumococo P501, una bacteria que no depende de colina para crecer debido a la 
presencia de dos mutaciones en el gen tacF que producen una proteína TacF 
independiente de este aminoalcohol para translocar los ácidos teicoicos. No obstante, 
Figura 20. Construcción de la cepa P121, derivada de P501, mutante en el gen licB. 
licB3’ licB5’
PCR 
Clonación en pGEMT
Digestión con NheI
F24                                             R24
licC licB licA
MP127c MP127c
PCR 
PCR, transformación
pR410
licC licB::km licA
P121 (licB::km)
licB km
T4 DNA pol
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Resultados 
 146 
aunque esta cepa es capaz de crecer en medios carentes de aminoalcohol, cuando la 
colina se añade al medio, la cepa P501 revierte el fenotipo disponiendo la colina en su 
superficie bacteriana. Por tanto, para conseguir que esta cepa no incorpore colina, se 
construyó un mutante de inserción en el gen licB. La proteína LicB es responsable del 
transporte de colina hacia el citoplasma bacteriano desde el medio de cultivo. El gen 
licB se amplificó con los oligonucleótidos licB5’ y licB3’ cuyas secuencias y 
coordenadas se detallan en la Tabla 3. El amplicón resultante se clonó en el plásmido 
pGEM-T Easy (Promega), obteniéndose el plásmido pAGM70 que porta el gen licB. A 
continuación se digirió con la enzima NheI, cuya diana de restricción se localiza en el 
nucleótido 255 del gen licB (coordenada 1148174 del genoma de la cepa R6 de 
neumococo), y se hicieron romos los extremos con T4 DNA polimerasa. En este sitio se 
clonó la casete de resistencia a kanamicina, amplificada desde el plásmido pR410 (Sung 
et al., 2001) con el oligonucleótido MP127c (5’-GGTTGGCTGATAAGTCCCCGG-3’) 
que hibrida a ambos lados de la casete. Hay que destacar que para llevar a cabo esta 
amplificación se utilizó la polimerasa Pfu con la que se obtienen extremos romos en los 
amplicones producidos. El plásmido resultante se seleccionó entre los clones de E. coli 
resistentes a kanamicina. Utilizando dicho plásmido como DNA molde y con los 
oligonucleótidos F24 (5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’) y R24 (5’-
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’), complementarios a la secuencia del 
plásmido pGEM-T, se amplificó el gen licB interrumpido con la cassette de resistencia a 
kanamicina que presenta un tamaño de amplicón de 2221 pb. Este amplicón se utilizó 
para transformar la cepa de neumococo P501, seleccionándose los mutantes en placas 
de agar-sangre con kanamicina. En el clon seleccionado se comprobó la presencia del 
cassette de resistencia a kanamicina interrumpiendo el gen licB por medio de PCR con 
los oligonucleótido MP127, MP128, licB5’ y licB3’ (Martin et al., 2000). De esta 
manera se demostró la correcta construcción del mutante, apareciendo la cassette de 
resistencia en posición divergente con respecto al gen licB (Figura 20). La cepa 
resultante, P121, presenta un fenotipo encadenado independientemente de la presencia 
de colina en el medio de crecimiento y no se autolisa. Por tanto, esta cepa no tendría 
colina en sus paredes celulares, independientemente del medio de cultivo en el que 
crezca, al tener bloqueado el transporte hacia el interior bacteriano debido a la mutación 
en el gen licB. 
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4.3.2. Efectos del ipratropio sobre las cepas de neumococo R6, P501 y P121 
Para comprobar el efecto producido por el ipratropio sobre las cepas de 
neumococo R6, P501 y P121, se cultivaron en medio C+Y a 37ºC hasta una DO550 de 
0,18, añadiéndose a continuación el ipratropio a una concentración final de 10, 20 y 30 
mM. Se siguió la curva de crecimiento de estas cepas y la morfología de las bacterias, 
calculándose la viabililidad de las mismas después de cuatro horas de la adición del 
compuesto. Los resultados obtenidos se describen en las Figuras 21 y 22, donde se 
puede observar que los efectos producidos tanto sobre la cepa P501, como sobre la cepa 
P121, en cuanto a curva de crecimiento, fenotipo y viabilidad, son equivalentes a los 
obtenidos en la cepa R6 de neumococo. Se observó un encadenamiento en las células e 
inhibición de la lisis del cultivo a una concentración de 10 mM de ipratropio, la 
aparición de un fenotipo deformado tras 4 horas de la adición del compuesto a una 
concentración de 20 mM, y una inhibición inmediata de la multiplicación bacteriana a la 
concentración de 30 mM. 
Figura 21. Curvas de crecimiento de distintas cepas: R6 (panel A); P501 (panel B); P121 (panel C) en 
presencia de 0            ,10            ,  20              y 30 mM            de ipratropio. Panel D, células viables 
después de 4 h desde la adición de diferentes concentraciones de ipratropio.   
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 Este resultado sugiere que el efecto del ipratropio en la bacteria podría no estar 
ligado al metabolismo relacionado con la unión covalente de la colina a los ácidos 
teicoicos o precursores de éstos, donde están implicadas las proteínas LicA, LicC, 
LicD1 y LicD2. Por tanto, el ipratropio se introduciría en la bacteria por un 
transportador alternativo a LicB, o por difusión pasiva. Una vez dentro de la bacteria no 
se puede descartar una posible interacción del ipratropio relacionado con la colina 
debido a un bloqueo parcial del transportador TacF. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Fenotipo de las cepas R6, P501 y P121 cultivadas en presencia de 10, 20 y 30 mM de 
ipratropio, tras 4 h de la adición del mismo. 
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IV. DISCUSIÓN INTEGRADORA 
 
1. Dependencia de colina, característica de una especie 
 
La clasificación de una cepa dentro de la especie S. pneumoniae en ocasiones 
plantea serias dificultades. En la práctica clínica se utilizan diversas pruebas para su 
identificación: la reacción positiva frente a anticuerpos capsulares, la sensibilidad a 
optoquina y la lisis bacteriana en presencia de DOC. Sin embargo, frecuentemente se 
aíslan cepas clínicas que han de clasificarse como neumococos atípicos, ya que no 
responden positivamente a una o más de estas tres propiedades. En última instancia, el 
acuerdo más generalizado para discernir definitivamente la pertenencia de una cepa a 
una especie u otra es la hibridación DNA-DNA (Stackebrandt et al., 2002).  
La existencia de estas bacterias relacionadas genéticamente que presentan 
dificultades para su clasificación se debe, entre otras razones, a la alta capacidad que 
tiene neumococo para incorporar material genético, no sólo de su propia especie sino 
también procedente de especies próximas tales como S. mitis o incluso algo más 
alejadas como S. oralis, lo que condiciona la existencia de un gradiente en la 
variabilidad genética dentro de la especie S. pneumoniae (Chi et al., 2007b; Kilian et al., 
2008).  
A pesar de esta heterogeneidad, hay una característica que parecía única en 
neumococo: la auxotrofía por el aminoalcohol colina. Durante la realización de este 
trabajo, se ha determinado que esta auxotrofía por la colina no se restringe sólo a S. 
pneumoniae, sino que también se extiende a S. pseudopneumoniae (González et al., 
2008), que es la especie más cercana a neumococo de las descritas hasta la fecha 
(Arbique et al., 2004). Recientemente también se ha determinado la auxotrofía para 
colina en algunas cepas de S. mitis (Hakenbeck et al., 2009). La auxotrofía en S. 
pneumoniae para colina viene condicionada por el requerimiento de la unión covalente 
de colina a los ácidos teicoicos y lipoteicoicos de la superficie bacteriana y por la 
incapacidad de neumococo para sintetizar este aminoalcohol (o sus análogos). Aunque 
la importancia de la presencia de colina en la superficie de neumococo para la fisiología 
de la bacteria se conoce desde hace décadas, resulta sorprendente el descubrimiento de 
que la translocación de los precursores del ácido teicoico a través de la membrana 
plasmática esté condicionada por la presencia de colina anclada a ellos (Damjanovic et 
al., 2007). Ahora se sabe que dicho transporte depende de la proteína TacF (Figura 23), 
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siendo este transportador el elemento de control que permite o no la translocación de los 
precursores del ácido teicoico en función de sus características estructurales 
(Damjanovic et al., 2007). Para la eficaz translocación de dichos precursores 
 
      
 
 
 
 
 
a través de TacF es requisito sine qua non la unión covalente de al menos una 
molécula de colina a estas subunidades de los ácidos teicoicos. Parece por lo tanto 
evidente que TacF es capaz de detectar la presencia o ausencia de colina y, en caso de 
su ausencia, no llevar a cabo el transporte. Si se tiene en cuenta que la colina es, entre 
otras cosas, imprescindible para que las CBPs desempeñen su importante papel en la 
envoltura celular, a la bacteria no le sería ventajoso translocar ácidos teicoicos carentes 
de colina hacia la pared bacteriana, puesto que ello provocaría importantes cambios 
fisiológicos en la bacteria. Por tanto, habría que considerar que ha existido un auténtico 
proceso de selección evolutiva muy específico para este sistema sensor/transportador 
Figura 23. Organización genética de la región lic y función de los productos génicos. A) La región lic
contiene 8 genes con funciones en la síntesis de ácidos teicoicos. Los promotores del operón lic1 (genes 
tarI, tarJ, licA, licB y licC) y del operón lic2 (genes tacF, licD1 y licD2) se muestran con flechas 
negras. La función de los productos génicos se indica debajo de los genes. B) Funciones biológicas de 
los productos génicos en la síntesis de precursores de ácidos teicoicos y su transporte a través de la 
membrana. P, residuo fosfato;            ,lípido isoprenilo (adaptada de Baur et al., 2009).    
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TacF. El hábitat en el que se encuentra neumococo de manera natural aportaría la colina 
necesaria para su desarrollo; así, el hecho de ser incapaz de sintetizar colina de una 
forma endógena, no supondría una desventaja evolutiva para la bacteria en estos 
ambientes. Lógicamente, en los casos en los que no existe colina en el medio, la célula 
detiene su crecimiento, debido a la incapacidad de translocar los precursores del ácido 
teicoico a través de la membrana plasmática, hecho esencial para el desarrollo de la 
pared bacteriana.  
Se sabe que algunas bacterias Gram-positivas pueden prescindir de los ácidos 
teicoicos para su desarrollo, tales como S. aureus o B. subtilis (D'Elia et al., 2006; 
Kristian et al., 2005); sin embargo, se ha visto que al menos en S. aureus, la síntesis de 
ácidos lipoteicoicos es indispensable para su multiplicación (Gründling & Schneewind, 
2007). En S. pneumoniae, se ha descrito la imposibilidad de aislar mutantes en los genes 
que determinan la activación del ribitol (tarI y tarJ) (Baur et al., 2009), componente 
necesario para la síntesis tanto de ácidos teicoicos como lipoteicoicos. Como ya se ha 
comentado en la Introducción de esta Memoria, la estructura de la subunidad repetida de 
los ácidos teicoicos y lipoteicoicos en S. pneumoniae es idéntica (Fischer et al., 1993), 
característica que no sucede en otras bacterias como S. aureus o B. subtilis. En 
neumococo, la única diferencia entre estos polímeros es la manera específica de 
anclarse a las estructuras periféricas de la bacteria. El hecho de que se hayan obtenido 
cepas de bacterias Gram-positivas capaces de crecer sin producir ácidos teicoicos, y no 
así en ausencia de ácidos lipoteicoicos, podría estar indicando el requerimiento de estos 
ácidos lipoteicoicos, por razones hasta el momento desconocidas, para la correcta 
división celular (Kristian et al., 2005; D'Elia et al., 2006; Gründling & Schneewind, 
2007). Puesto que neumococo tiene una composición y estructura común entre estos dos 
compuestos poliméricos, la mutación en los genes que intervienen en la síntesis de sus 
precursores glucídicos, bloquearía posiblemente la síntesis de los dos tipos de polímeros 
simultáneamente, lo que podría determinar su incapacidad para crecer. 
Como se ha descrito en el apartado 1 de Resultados, algunas mutaciones en el 
gen tacF de neumococo eliminan el requerimiento del anclaje de la colina para el 
transporte de los precursores de ácidos teicoicos. En los últimos años se han aislado 
diferentes cepas de neumococo capaces de crecer en medios carentes de aminoalcohol. 
En todas ellas esta propiedad se ha demostrado que está relacionada con el transportador 
TacF, bien por mutaciones del propio gen codificante, o bien mediante la incorporación 
de un gen tacF homólogo procedente de otra especie como S. oralis (González et al., 
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2008; Kharat et al., 2008; Yother et al., 1998). También se ha comprobado que la 
capacidad de neumococo para crecer en medios carentes de aminoalcohol, puede estar 
ocasionada por un único cambio de aminoácido en la secuencia primaria de TacF 
(Damjanovic et al., 2007). Sin embargo, en esta Memoria se ha demostrado que, aunque 
un único cambio de aminoácido en la secuencia primaria de TacF permite al 
transportador translocar los precursores de ácidos teicoicos sin llevar anclada colina a 
ellos, la eficacia biológica de los diferentes neumococos independientes de colina 
cuando crecen en medios sin aminoalcohol, se ve favorecida en clones que presentan al 
menos una mutación adicional (González et al., 2008). Así, en la cepa mutante R6Chi 
independiente de colina, que porta una única mutación en tacF, la velocidad de 
crecimiento es menor y las células aparecen con un alto número de deformaciones al 
pasar a medios carentes de aminoalcohol, en comparación a otras cepas independientes 
de colina que llevan al menos una mutación adicional, como es el caso de la cepa P501. 
El fenotipo de la cepa R6Chi podría estar ocasionado por una ralentización en la salida 
de los precursores de ácidos teicoicos carentes de aminoalcohol. Esta menor velocidad 
de translocación sería ocasionada por la presencia de un transportador TacF que, aunque 
permisivo, ofrecería una cinética de salida de los precursores de ácidos teicoicos para 
formar parte de la pared bacteriana más lenta de lo normal, reduciendo así la velocidad 
de crecimiento y provocando la aparición de una deformación celular. Este efecto 
múltiple podría deberse a la acumulación de los precursores de ácido teicoico en el 
citoplasma bacteriano en espera de ser translocados, lo que podría determinar, entre 
otras cosas, que el lípido isoprenoide al que se unen dichos precursores como paso 
previo a la translocación, permaneciera “secuestrado” de esta manera un tiempo mayor. 
En este estado, este lípido sería inaccesible para otros precursores de la síntesis de la 
pared bacteriana, como el murámico-pentapéptido, lo que daría como resultado un 
crecimiento más lento de la pared celular. En la misma línea de razonamiento, la 
aparición de dos o más mutaciones determinadas en TacF, compensaría el retraso en la 
translocación  de subunidades de ácido teicoico hacia la pared bacteriana, por lo que no 
aparecerían estas deformaciones celulares y la velocidad de crecimiento sería mayor, lo 
que se traduciría en una mayor eficacia biológica. 
Según el modelo tridimensional de TacF (Figura 24), los diferentes cambios de 
aminoácidos que se han encontrado en los clones que han perdido la auxotrofía para 
colina, se localizan en 3 regiones concretas del mismo (apartado 1 de Resultados). Este 
dato indicaría que estas tres regiones del transportador TacF estarían implicadas en el 
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reconocimiento de la estructura de los precursores del ácido teicoico que difiere según 
lleven o no colina unida covalentemente. El modelado de la estructura de TacF parece 
determinar la formación de un canal interno entre las α-hélices que componen esta 
proteína. Este poro se encontraría más abierto en la zona dirigida hacia el citoplasma 
bacteriano, formando una especie de cono truncado. Las mutaciones que hasta la fecha 
se han caracterizado en el transportador TacF se localizarían en tres regiones concretas 
del mismo, apareciendo clones con cambios de aminoácidos en una sola o en dos 
regiones simultáneamente. Una región se encuentra en la cara interna del poro (en rojo 
en la Figura 24 donde las mutaciones se localizan entre la α-hélices 1 y 2, y en la α-
hélice 7 (Figura 6, apartado 1 de Resultados). Otra región está alejada del canal central 
separada de éste por diferentes α-hélices (en verde en la Figura 24), de tal manera que 
esta región, a priori, no parecería estar influyendo en la formación del supuesto canal. 
Este dato podría sugerir que las mutaciones localizadas en esta región no tendrían por 
qué ser muy determinantes para la pérdida de la auxotrofia, pero sin embargo se observa 
un alto número de cambios de aminoácidos localizados en esta zona entre la batería de 
mutantes obtenidos capaces de crecer en medios sin aminoalcohol. Más aún, se observa 
la existencia de clones donde los cambios de aminoácidos que les confieren esta 
Figura 24. Modelo estructural de la proteína TacF en la que se marcan rodeados en amarillo, rojo y verde 
las regiones donde se localizan los cambios de aminoácidos que confieren la pérdida de la auxotrofía para 
colina. A) Visión desde la cara citosólica del poro que se formaría entre las distintas α-hélices. B) Giro de 
90º sobre el eje x con respecto al panel A. C) Giro de 180º sobre el eje y con respecto al panel B. 
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propiedad se localizan todos ellos exclusivamente en esta región del transportador, 
como es el caso de las cepas P551 (Phe106→Leu106, Phe107→Ser107) y P575 
(Ile100→Val100, Pro104→Leu104, Phe107→Leu107). La tercera región en la que se disponen 
diferentes cambios de aminoácidos en el transportador, corresponde a la región del poro 
situada hacia la parte extracelular (en amarillo en la Figura 24). En el transportador 
TacF salvaje el poro se encontraría probablemente cerrado o parcialmente cerrado, y por 
lo tanto los cambios de aminoácidos de los mutantes en esta región podrían estar 
favoreciendo la apertura total o parcial del mismo, independientemente de la presencia 
de colina unida a los ácidos teicoicos. En esta localización es donde se dispone la Val234 
que, cuando cambia a Phe, es capaz de conferir la capacidad a neumococo de crecer en 
medios carentes de aminoalcohol (cepa R6Chi). Hay que señalar que el aminoácido 
Val32 que cambia a Leu en la cepa P501 y condiciona una mejora  en la velocidad de 
crecimiento y fenotipo en esta cepa al llevar estas dos mutaciones (Phe234 y Leu32) se 
localiza en la región coloreada en rojo en la Figura 24. Por otro lado, las dos mutaciones 
presentes en la cepa de neumococo JY2190, también independiente de colina para su 
crecimiento, se localizan en las regiones marcadas en verde y rojo en la Figura 24. 
La eficacia biológica relativa de un clon, es decir la cantidad de descendientes 
que es capaz de aportar a la siguiente generación en relación al resto de clones que 
cohabitan con él, depende del genotipo, del fenotipo y de las presiones selectivas que el 
medio produce sobre ellos. Aquellos clones que tengan una mayor eficacia biológica, 
serán los que se recuperarán en las siguientes generaciones con una mayor probabilidad. 
Asimismo, el método de selección de clones transformantes y/o mutantes capaces de 
crecer en medios carentes de aminoalcohol, parece tener una gran importancia para la 
recuperación de los mismos. 
Se podría determinar un balance entre la probabilidad de aparición de un evento 
(modificación en el genotipo), con la ventaja adaptativa que este hecho produce en un 
medio determinado. Así, cuanto más drástica sea la presión selectiva o método de 
selección, más fácilmente se seleccionarán hechos improbables, pero que confieren una 
mayor eficacia biológica al individuo que los posee, de tal manera que si la probabilidad 
de aparición de una mutación extra en una secuencia génica es baja con respecto a las 
ventajas que dicha mutación aporta en la eficacia biológica, se podrán recuperar 
bacterias con mutaciones simultáneas.  
Atendiendo a estos postulados, cuando la selección de los clones de neumococo 
tiene lugar en medios con concentraciones decrecientes de etanolamina, la restricción en 
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el crecimiento es mucho menor que en el caso de medios carentes del aminoalcohol, ya 
que la propia proteína TacF salvaje es capaz de translocar ácidos teicoicos con 
etanolamina anclada a ellos. Por lo tanto, en el primer método de selección, la principal 
presión selectiva será las concentraciones decrecientes de etanolamina en tanto que, en 
el segundo, la presión selectiva ejercida sobre la población bacteriana es de mayor 
índole, al seleccionar directamente los clones que son capaces de crecer en ausencia del 
aminoalcohol. Esta segunda aproximación, llevada a cabo en este trabajo, permite poner 
de manifiesto mutaciones que tienen una menor probabilidad de aparición pero que 
favorecen la eficacia biológica de aquellas bacterias en las que ha tenido lugar. Esto 
puede explicar por qué, hasta la fecha, este método de selección de mutantes en 
ausencia de aminoalcohol sólo haya permitido aislar clones con dos o más mutaciones 
en el gen tacF. Resulta plausible aventurar que los cambios conformacionales que han 
de producirse en la proteína TacF para habilitar una mayor eficacia en la translocación 
de ácidos teicoicos en ausencia de aminoalcohol sólo puedan producirse mediante la 
concurrencia de dos o más mutaciones simultáneas.  
Es interesante destacar que el cambio simultáneo de dos aminoácidos en el 
transportador TacF de la cepa P501 que habilita la translocación de los precursores de 
ácidos teicoicos libres de colina, no impide la translocación de éstos cuando la colina 
está anclada a ellos, o al menos no de una manera significativa con respecto al 
transportador TacF que porta una mutación única. Este comportamiento resulta evidente 
al comparar las curvas de crecimiento obtenidas para estas dos cepas en medios con 
colina o con etanolamina, donde no aparecen diferencias significativas entre ellas, 
aunque hay que destacar que, en medios con etanolamina, la cepa P501 presenta una 
densidad celular final algo menor que la alcanzada por la cepa R6Chi (Figura 5, punto 1 
de Resultados). 
Por otra parte se hizo un estudio de patogenicidad en modelo murino por 
inyección intraperitoneal así como lisis inducida con DOC con las cepas D39Chi, 
D39P501, y D39JY2190, con objeto de determinar si la capacidad y la eficacia de los 
diferentes transportadores TacF para translocar ácidos teicoicos con y sin colina tenían 
influencia en la patogenicidad o en la lisis inducida por DOC de las distintas cepas 
(apartado 4.1.3. de Resultados). Los resultados obtenidos indicaron que las posibles 
diferencias de velocidad de translocación de los ácidos teicoicos no estarían 
determinando una diferencia en esos parámetros, puesto que no se observaron 
diferencias significativas entre las cepas. Se ha descrito que, aunque la ausencia de 
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colina en la superficie de neumococo convierte a la bacteria en avirulenta (Damjanovic 
et al., 2007; Kharat et al., 2006), la capacidad patogénica de una cepa de neumococo, en 
relación con la cantidad de colina dispuesta sobre la superficie bacteriana, sigue siendo 
máxima cuando contiene al menos un 50% de colina en su superficie, lo que 
correspondería a un residuo de colina por monómero de ácido teicoico (Kharat et al., 
2008). Por tanto, en el caso de que los transportadores TacF correspondientes a las 
cepas D39Chi y D39P501 determinaran una diferencia en la velocidad de salida de 
precursores de ácidos teicoicos con colina hacia la pared, ésta no implica que la bacteria 
contenga en su superficie menos del 50% de la colina considerada normal, puesto que 
ambas presentan una capacidad patogénica igual a la cepa salvaje. Sin embargo, sí que 
se observaron diferencias en cuanto a la patogenicidad y lisis inducida con DOC en la 
cepa D39JY2190, lo que indicaría que esta cepa presenta una cantidad de colina en su 
superficie menor al 50% con respecto a la cepa salvaje. En este sentido, la 
secuenciación de los genes licD1 y licD2 en la cepa D39JY2190 determinó que licD2 
no era funcional, por lo que esta cepa podría presentar en su pared como máximo el 
50% de colina, ya que sólo sería capaz de anclar un residuo de colina por monómero de 
ácido teicoico. El hecho de que D39JY2190 presente una patogenicidad reducida con 
respecto a D39 indicaría que la cepa D39JY2190 posee menos de una molécula por 
monómero de teicoico, propiedad que vendría determinada tanto por la presencia de un 
gen licD2 no funcional como por las diferencias de velocidad para translocar 
precursores de ácidos teicoicos con y sin colina anclada a ellos. Así, podríamos concluir 
que aunque tanto la inactivación de uno de los genes licD (Kharat et al., 2008) como la 
presencia de diferentes transportadores TacF en cepas de neumococo no están 
condicionando la capacidad patogénica de la bacteria, la concurrencia de estas dos 
características de manera simultánea, como ocurriría en la cepa D39JY2190, podría 
estar comprometiendo la capacidad de cargar la superficie de la bacteria con colina. De 
esta manera, cuando el cultivo bacteriano cambia de un medio sin aminoalcohol a otro 
con colina, transcurriría un período de tiempo en el que la cantidad de colina en la 
superficie de la bacteria fuera menor del 50% con respecto a la cepa salvaje, lo que 
determinaría que durante este tiempo el sistema inmune del ratón podría ser capaz de 
eliminar estas bacterias, disminuyendo así la capacidad patogénica de las mismas.  
Dentro de esta misma línea de trabajo, otro de los objetivos de partida en el 
estudio realizado sobre la dependencia de la multiplicación de neumococo por colina, 
fue la consecución de una cepa de neumococo que contuviera etanolamina en la pared 
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celular independientemente del medio en el que se multiplicase la bacteria. El interés de 
conseguir una cepa con estas características residía en la capacidad posterior de analizar 
sobre modelos murinos los efectos de la sustitución de la colina en los ácidos teicoicos 
por etanolamina. Se trataría de estudiar así la patogenicidad de una cepa de neumococo 
con una pared “intermedia” entre las que poseen las bacterias con paredes carentes de 
colina y las cepas habituales con colina. 
De toda la información existente hasta el momento en la literatura sobre la 
composición de los ácidos teicoicos de las bacterias Gram-positivas, parece que 
únicamente existen dos cepas que contiene etanolamina en sus ácidos teicoicos, 
independientemente de que exista o no este aminoalcohol en el medio de cultivo, ambas 
de la especie S. mitis, una de ellas es la cepa denominada SK598 (Bergström et al., 2003; 
Hakenbeck et al., 2009). Parece lógico pensar que para conseguir una cepa de 
neumococo que contenga etanolamina en su pared, independientemente del medio en el 
que crezca, se deben cumplir al menos dos condiciones: capacidad de sintetizar 
etanolamina y tener un bloqueo en la entrada o en el metabolismo de la colina. En esta 
hipotética cepa la presencia de un transportador TacF capaz de translocar teicoicos 
carentes de aminoalcohol no sería necesaria, ya que se ha comprobado que el 
transportador TacF nativo de neumococo es capaz de translocar teicoicos con 
etanolamina (Tomasz, 1968).  
De acuerdo con los datos existentes en la literatura, la síntesis de etanolamina en 
diferentes organismos tiene lugar a través de la serina, proceso en el que están 
implicados tres pasos enzimáticos relacionados con la síntesis de fosfolípidos de 
membrana (Hirata et al., 1978; Little & Otnass, 1975; Raetz & Kennedy, 1974; Satre & 
Kennedy, 1978). Únicamente en las plantas se ha descrito la capacidad de transformar, 
en una única reacción enzimática, la serina en etanolamina (Rontein et al., 2003). Los 
genes que determinan la capacidad de síntesis de etanolamina a partir de serina 
relacionados con la síntesis de fosfolípidos de membrana, no parecen encontrarse en el 
genoma de S. pneumoniae. Además, se ha descrito que la membrana plasmática de 
neumococo no contiene ninguno de los intermediarios lipídicos de esta ruta (Trombe et 
al., 1979), al contrario de lo que ocurre en otras bacterias como B. subtilis o E. coli 
(Larson & Dowhan, 1976; Matsumoto et al., 2006; Nishibori et al., 2005). Aunque no 
se conoce si estos intermediarios aparecen en las membranas de S. sanguinis y/o S. 
gordonii, los genes que determinarían su posible presencia sí que pueden encontrarse en 
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el genoma de dichas especies del género Streptococcus (Vickerman et al., 2007; Xu et 
al., 2007). 
Además de esta ruta, que a través de intermediarios lipídicos da lugar a 
etanolamina, también se ha descrito una enzima capaz de formar etanolamina a partir de 
acetaldehido, la denominada etanolamina-amonio-liasa (EC 4.3.1.7) implicada en el 
catabolismo de la etanolamina (Stojiljkovic et al., 1995). Esta enzima es capaz de 
sintetizar etanolamina a partir de acetaldehido, o de producir la reacción inversa. El gen 
codificante de la enzima EC 4.3.1.7 no parece estar presente en las distintas especies de 
Bacillus, Staphylococcus o Lactococcus, pero sí que está presente en el genoma de 
Listeria. En Streptococcus, el gen que determinaría la presencia de esta enzima, parece 
encontrarse únicamente en la especie S. sanguinis.  
Por el momento se desconoce dónde reside la capacidad de sintetizar 
etanolamina en la cepa de S. mitis SK598 y, aunque se asume que la cepa debe  poseer  
los genes que codifican alguna de las rutas de síntesis de etanolamina descritas 
anteriormente, no se ha podido establecer cuáles son dichos genes y qué tipo de ruta 
utiliza. En este sentido, se ha intentado localizar los genes de la síntesis de etanolamina 
en S. mitis SK598, a través de la ruta de síntesis de los lípidos de membrana. La 
búsqueda de dichos genes se llevó a cabo mediante hibridación por Southern-blot 
utilizando como sonda los genes de S. sanguinis, pero esta búsqueda resultó infructuosa. 
Esto sugeriría que estos genes no están presentes en la cepa SK598, o que la similitud 
con los genes de S. sanguinis es muy baja. Simultáneamente, se trató de abordar la 
clonación de dichos genes por transformación y complementación directa en 
neumococo. Así, se transformó la cepa R6 de S. pneumoniae con el DNA cromosómico 
de la cepa SK598 de S. mitis, y los posibles transformantes se seleccionaron en un 
medio sintético sin aminoalcohol. El primer clon aislado resultó ser un transformante 
del gen homólogo a tacF de la cepa de S. mitis, aunque con una mutación adicional 
respecto al gen parental, hecho que ya ha sido discutido con anterioridad. Este clon 
obtenido, al que se denominó P023, presentaba un fenotipo descrito con anterioridad 
típico de las cepas que no contienen colina en su pared (fenotipo encadenado, ausencia 
de lisis en fase estacionaria y en presencia de DOC) que se revierte cuando se añade 
colina al medio. Esto sugería que el clon P023 no había adquirido las propiedades 
buscadas de la cepa SK598. Suponiendo que el clon P023 hubiese adquirido la 
capacidad de sintetizar etanolamina de forma endógena, este clon era capaz de unir 
colina a sus ácidos teicoicos al añadir colina al medio. Más aún, la incorporación de los 
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genes que determinan la capacidad de sintetizar etanolamina parece improbable, ya que 
cuando se determinó el sitio de recombinación en el clon P023 se comprobó que estaba 
afectando al operón lic determinante del metabolismo de la colina. De todas formas, aún 
queda por determinar si los ácidos teicoicos de este clon contienen etanolamina anclada 
a ellos. 
Es interesante resaltar que los datos de secuencia del operón lic de la cepa 
SK598 demostraban que tanto el gen licB como el licA estaban truncados. Esto implica 
que, en esta cepa, la entrada de colina a la bacteria se encuentra bloqueada (LicB no 
funcional), e incluso en el caso de que  ésta entrara por otro mecanismo no podría 
fosforilarse (LicA no funcional). De esta manera se explica que esta cepa contenga 
ácidos teicoicos con etanolamina incluso en medios en presencia de colina y cabe 
preguntarse si la adquisición de los genes de síntesis de etanolamina fue previa a la 
pérdida de la capacidad de incorporar la colina o fue un evento posterior.  
 
2. Mecanismos evolutivos de una especie con capacidad de transformación natural. 
Influencia de las CBPs en el rediseño del genoma  
 
Las especies bacterianas que presentan colina en su pared celular y tienen CBPs 
en su envuelta celular no son sólo algunas de las que comparten hábitat con neumococo, 
como S. mitis o S. oralis, (García et al., 2000; Hakenbeck et al., 2009; Moscoso et al., 
2005b), sino también otras bacterias ajenas a ese mismo hábitat, como C. beijerinckii 
(Sánchez-Beato et al., 1995). Como ya se ha comentado, estas CBPs contienen un 
dominio común de unión a colina codificado por secuencias de unos 60 nucléotidos que 
se repiten en número variable dependiendo de la proteína codificada. Además, proteínas 
pertenecientes a esta familia, también se encuentran codificadas en el material genético 
de fagos que infectan neumococo (García et al., 1990; Llull et al., 2006). El hecho de 
que estas especies bacterianas posean secuencias repetidas a lo largo del genoma, 
sumado a la alta capacidad para adquirir DNA exógeno (proceso denominado 
“competencia natural”) y recombinarlo por regiones homólogas, así como el 
intercambio genético mediado por fagos, da una idea de la importancia que podrían 
tener estas secuencias de DNA relacionadas con los motivos de unión a colina, a la hora 
de intercambiar el material genético entre las distintas cepas de neumococo o especies 
relacionadas. La recombinación a través de estas secuencias podría permitir la aparición 
de nuevos genes que darían lugar a nuevas CBPs, ya sea a través de la fusión de un 
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dominio de unión a colina a otro dominio proteico cualquiera, dando lugar a proteínas 
quiméricas (Díaz et al., 1990; Díaz et al., 1991), o mediante recombinación entre dos 
CBPs. Todo ello podría explicar el relativamente alto número de proteínas que integran 
la familia de las CBPs y su heterogeneidad funcional. La pregunta de cómo surgió este 
fragmento de DNA codificante del dominio de unión a colina y cómo se estabilizó en el 
genoma de neumococo, dando origen posteriormente a los genes codificantes de la 
familia de CBPs, tiene difícil respuesta por el momento.  
Al anotar con detalle el genoma completo de neumococo, y sus productos 
génicos correspondientes, se pudo detectar la presencia de unas CBPs compuestas 
exclusivamente por lo que parecía ser un dominio de unión a colina, más o menos 
degenerado. De esta manera, se podría explicar que este dominio hubiese permanecido 
en neumococo con una funcionalidad propia independiente de la que aportan los 
dominios funcionales de las otras CBPs. Alguna de estas proteínas, como CbpF, es muy 
abundante en la pared de neumococo (García et al., 1999b; Molina et al., 2007), por lo 
que parecía interesante profundizar más en su función y su estructura para tratar, entre 
otras cosas, de entender el origen de las CBPs. 
Esta subfamilia de proteínas perteneciente a las CBPs, está constituida por un 
conjunto de repeticiones más o menos degeneradas del motivo de unión a colina en su 
región N-terminal, mientras que en la región C-terminal de las mismas se localiza un 
dominio de unión a colina totalmente canónico. Las modificaciones de los motivos 
degenerados consisten tanto en el cambio de aminoácidos determinantes para el 
reconocimiento del aminoalcohol, como en la variación en la longitud de los motivos 
producida por la inserción de determinadas secuencias aminoacídicas. Estas 
modificaciones podrían estar impidiendo una óptima interacción con la colina, lo que 
determinaría su implicación funcional en otros procesos. Este subgrupo de proteínas de 
unión a colina se encuentra presente en todas las cepas de neumococo cuyo genoma está 
total o parcialmente secuenciado, lo que puede dar una idea de la importancia de las 
mismas para la bacteria. Además, se observa una redundancia en el número de 
genes/proteínas que aparecen en las distintas cepas de S. pneumoniae, incluyendo los 
diferentes clones multirresistentes a antibióticos, pudiéndose encontrar desde 1 hasta 3 
proteínas de esta subfamilia codificadas en los distintos genomas. Además de en S. 
pneumoniae, durante este trabajo también se ha determinado su presencia en la cepa tipo 
de S. oralis; sin embargo, no parecen estar presentes en la cepa tipo de S. mitis (apartado 
4.2.1. de Resultados). Asimismo, el estudio in silico de los genomas de las distintas 
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cepas de neumococo, reveló numerosas reorganizaciones genéticas entre las secuencias 
codificantes de estas proteínas (apartado 2.3. de Resultados). Cuando se analizan con 
detalle estos genes se observa que alguna de estas proteínas es el resultado de la 
recombinación de dos secuencias codificantes de dos proteínas de esta misma 
subfamilia de CBPs, lo que daría origen a una proteína de fusión. El punto de 
recombinación se localiza en la región C-terminal de estas proteínas que contiene el 
dominio de unión a colina, ratificando así la teoría del importante papel que 
desempeñan estas secuencias de unión a colina en los procesos de recombinación en 
neumococo. Además, la existencia de una secuencia repetida a lo largo del genoma, 
relacionada con secuencias codificantes de un motivo de unión a colina (apartado 2.3. 
de Resultados), podría determinar la existencia de regiones que actuarían como “puntos 
calientes” para la recombinación genética. La capacidad de intercambio y movilidad 
génetica parece tener una gran importancia en la evolución de la patogenicidad de S. 
pneumoniae (Croucher et al., 2009), lo que podría determinar la existencia de lo que se 
ha llamado un “supragenoma” en esta especie (Hiller et al., 2007). 
A la vista de estos análisis, se quiso estudiar en profundidad la proteína CbpF de 
la cepa R6 de S. pneumoniae, por una parte elucidando su estructura tridimensional y, 
por otra, determinando su función fisiológica. Esta proteína está codificada por el gen 
spr0337, resultado de la recombinación de dos genes codificantes de dos proteínas 
contiguas pertenecientes a esta subfamilia y en el mismo contexto genético que en otras 
cepas de S. pneumoniae,  tal como sucede en la cepa TIGR4.  
La estructura cristalográfica de la proteína CbpF permitió comprobar la 
existencia de un dominio de unión a colina capaz de unir 7 moléculas del aminoalcohol, 
mientras que la región N-terminal no era capaz de unir ninguna de ellas (Molina et al., 
2009). Hay que destacar que entre los motivos de unión a colina implicados en el 
reconocimiento del aminoalcohol, dos de ellos (denominados CI), localizados entre las 
regiones N y C-terminal de la proteína, son excepcionalmente largos con respecto a los 
típicos 20 aminoácidos que conforman un motivo de unión consenso. Estos motivos 
tienen una longitud de 32 y 33 aminoácidos, debido a la inserción de diferentes residuos. 
El hecho de que aparezcan estas modificaciones de inserción de secuencia en los 
motivos que componen la región CI, y que aún así sean capaces de unir una molécula 
de colina entre ellos, podría estar indicando que estas inserciones proporcionan una 
función adicional  a la de unión a colina. Por ejemplo, podrían ayudar a orientar la 
unión del ácido teicoico a CbpF de tal manera que no bloquee por impedimento estérico 
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el acceso del sustrato/ligando al dominio N-terminal de la proteína. Los experimentos 
llevados a cabo para hiperexpresar en E. coli de manera independiente el dominio C-
terminal de esta proteína demostraron que, para la expresión en forma soluble de esta 
región, había que eliminar estos dos motivos, lo que indicaría que el dominio N-
terminal es necesario para que estos motivos puedan estructurarse de manera correcta.  
Por otro lado, teniendo en cuenta que el dominio N-terminal de CbpF no es 
capaz de unir colina, y debido a su analogía de secuencia con algunas proteínas de 
reconocimiento de azúcares, tales como las toxinas A y B de C. difficile (Dingle et al., 
2008) con las que presenta una identidad del 30% en su región N-terminal, se especuló 
sobre una posible función de esta región N-terminal en el reconocimiento de residuos 
glucídicos. En favor de esta hipótesis hay que señalar la presencia en el dominio N-
terminal de CbpF de un gran número de residuos ácidos típicos en las regiones de 
reconocimiento de azúcares en proteínas (Shah et al., 2004). Por lo tanto, CbpF podría 
reconocer los residuos glucídicos presentes en la matriz extracelular del hospedador, o 
en las estructuras de la superficie de la propia bacteria. Por este motivo se iniciaron una 
serie de estudios para tratar de determinar si la proteína CbpF era capaz de reconocer 
específicamente algún tipo de azúcar, más allá de los ácidos teicoicos de la pared. Sin 
embargo, todos los estudios que se hicieron para analizar la posible interacción de 
CbpF purificada con distintos carbohidratos, utilizando microarrays de azúcares 
(“glicoarrays”), así como los estudios de interacción realizados mediante la técnica de 
SPR (“Surface Plasmon Resonance”), fueron negativos, no permitiendo demostrar una 
interacción significativa de CbpF con ninguno de los carbohidratos ensayados. Por otra 
parte, asumiendo que tal vez los carbohidratos reconocidos por CbpF podrían 
encontrarse en la superficie de las células humanas, se realizaron ensayos de adhesión 
de neumococo sobre células humanas de la línea epitelial de nasofaringe humana 
Detroit 562 (ATCC CCL-138), pero tampoco permitieron demostrar un papel de la 
proteína CbpF en estos procesos de adhesión. Por todo ello, y ante la imposibilidad de 
asignar, o al menos apuntar, una función de tipo lectina para CbpF con respecto a 
residuos glicosilados de la matriz extracelular del hospedador, se decidió investigar la 
posible funcionalidad de esta proteína mediante otro tipo de experimentos genéticos y 
bioquímicos. Con estos nuevos ensayos se trataba de analizar el comportamiento de un 
mutante de neumococo en CbpF y la eventual interacción de las mureín-hidrolasas de 
pared con la proteína CbpF.  
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La mutación del gen codificante de CbpF en S. pneumoniae R6, que da origen a 
la cepa P001, no producía ningún efecto significativo en el fenotipo de la bacteria, ni en 
la lisis inducida con DOC, la curva de crecimiento o la capacidad de transformación 
inducida por el CSP. Únicamente se observó en este mutante una ligera tendencia a la 
agregación bacteriana difícil de explicar. La ausencia de un efecto fenotípico evidente 
en la cepa P001 parecía indicar que CbpF no tendría un papel destacado en el normal 
desarrollo de la bacteria, al menos en condiciones de laboratorio.  
Para analizar una posible interacción de CbpF con los residuos glucídicos del 
peptidoglicano, se realizaron varios estudios tratando de determinar cómo podría influir 
dicha interacción en la actividad de las distintas enzimas líticas de la pared de S. 
pneumoniae. Gracias a estos análisis, tanto in vitro con paredes marcadas 
radiactivamente como en cultivos in vivo, se pudo comprobar que CbpF era capaz de 
inhibir la actividad lítica de diferentes lisozimas sobre la pared de neumococo. Los 
ensayos se llevaron a cabo con lisozimas pertenecientes a la familia de CBPs como la 
lisozima LytC de neumococo o la lisozima Cpl-1 del fago Cp-1, así como con la 
lisozima Cpl-7 (que no es CBP) del fago Cp-7 (García et al., 1990; García et al., 1999b). 
En todos los casos pudo observarse el efecto inhibidor de CbpF, lo que sugería que la 
inhibición no se debía a una competencia por el sitio de unión a colina de las CBPs. En 
favor de esta hipótesis se comprobó que CbpF no inhibía la actividad lítica de otras 
CBPs tales como LytA, Pce o LytB. Como CbpF inhibía la actividad de la lisozima 
LytC, y no la actividad de la amidasa LytA, se estudiaron los efectos de la mutación en 
el gen cbpF en ausencia del gen lytA, comprobándose, como cabía esperar, que la 
ausencia de cbpF aumenta la velocidad de lisis inducida por LytC en los cultivos a 30ºC. 
Además, en este doble mutante (cbpF, lytA) se pudo conseguir la inhibición total de la 
lisis cuando se añadió exógenamente CbpF al cultivo.  
El conjunto de estos datos parece demostrar el papel que desempeña CbpF en la 
regulación de la actividad de diferentes lisozimas sobre la pared de neumococo. Este 
papel regulador puede servir por ejemplo para controlar de manera precisa los procesos 
de remodelación de la pared, o bien como protección frente a la acción de las lisozimas 
en procesos como el fratricidio o la lisis inducida por fagos.   
Por otra parte, los datos obtenidos sobre la localización subcelular de CbpF, 
mediante estudios realizados con una proteína de fusión a GFP, sugerían que CbpF se 
localizaba de una manera más o menos homogénea por toda la superficie celular con 
una ligera tendencia a localizarse sobre los polos de la bacteria. Esto podría indicar que 
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CbpF llevaría a cabo una protección global no selectiva a lo largo de toda la superficie 
celular frente a la lisis inducida por las lisozimas.  
Por otro lado, aunque es evidente que el dominio N-terminal de CbpF interviene 
en su interacción con el peptidoglicano, hay que destacar que la principal vía de anclaje 
de CbpF a la superficie bacteriana se debe a la presencia del dominio C-terminal de 
unión a colina. En este sentido, es interesante señalar la incapacidad de la fusión CbpF-
GFP de unirse a paredes de neumococo que no contienen colina en su pared, o que 
contienen etanolamina como aminoalcohol sustituyente. Este dato sugiere que la 
distribución global de CbpF a lo largo de toda la superficie bacteriana está condicionada 
por la presencia de los ácidos teicoicos con colina. Por consiguiente, esta sería la 
primera proteína de unión a colina descrita hasta la fecha que presenta una distribución 
esencialmente homogénea sobre la superficie de neumococo, pues LytA se localiza 
preferencialmente en el septo de división (Díaz et al., 1989) y LytB lo hace casi 
exclusivamente en los polos de la célula (de las Rivas et al., 2002). 
Debido a la importancia de las CBPs en la fisiología de neumococo, así como en 
su patogenicidad (Hammerschmidt, 2006; López & García, 2004), cabía preguntarse si 
el hecho de que una cepa que no contiene colina en su pared sea totalmente avirulenta, 
podría estar ocasionado por la imposibilidad de que las CBPs lleven a cabo su función. 
Para analizar esta hipótesis llevamos a cabo experimentos de localización de las 
principales enzimas líticas de neumococo cuando éste crece en ausencia de colina en el 
medio. Si excluimos la posibilidad de que la presencia de LytA y LytB en la fracción 
citoplásmica no se debe a la propia sonicación, entonces los resultados que se muestran 
en el apartado 4.1.5. indicarían que la presencia de colina no sólo es importante para que 
las CBPs puedan llevar a cabo sus funciones, sino que podrían ser un factor 
determinante para que, al menos en el caso de LytA y LytB, éstas alcancen la pared 
bacteriana. Es decir, la colina jugaría un papel adicional relacionado con la capacidad de 
las CBPs para atravesar la membrana citoplasmática. Por otro lado, la diferencia 
observada en los niveles de LytC al comparar las cepas de neumococo creciendo en 
ausencia y presencia de colina sugiere una posible conexión entre la presencia de colina 
en el citoplasma y la regulación de la expresión de lytC. En cualquier caso, el 
mecanismo por el que dicha regulación puede llevarse a cabo es por el momento 
desconocido. 
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3. Posibles estrategias en la lucha contra neumococo basadas en la importancia de 
la colina para su supervivencia 
 
Como ya se ha explicado a lo largo de esta Memoria, la capacidad patogénica de 
neumococo está condicionada por numerosos factores. La presencia de cápsula es el 
primer requisito, tanto para habilitar la capacidad patogénica de la bacteria, como para 
favorecer la colonización asintomática en el estado de portador de la misma. Sin 
embargo, la ausencia de la cápsula no influye en el desarrollo de la bacteria en el tubo 
de ensayo. La colina es tal vez, junto con la cápsula, el factor más determinante que 
condiciona la patogenicidad de neumococo, como se ha demostrado con los 
neumococos que no llevan colina en su pared, en los que su virulencia es prácticamente 
nula (Kharat et al., 2008). Es destacable que mientras la cápsula es una estructura con 
una gran diversidad entre las distintas cepas de S. pneumoniae, conociéndose hasta la 
fecha un total de 92 tipos capsulares (Zartler et al., 2007), la presencia de colina en su 
superficie, su metabolismo, la estructura de los ácidos teicoicos y lipoteicoicos, así 
como la composición de la pared bacteriana y las CBPs que se anclan a ella, parecen ser 
constantes entre las distintas cepas. La colina influye en la patogénesis y fisiología de la 
bacteria mediante distintos procesos. Su ausencia en el medio o la incapacidad para 
captarla o incorporarla en la pared determina en la bacteria una parada del crecimiento y 
su posterior muerte; además, tiene una importante influencia en la fisiología de la 
bacteria condicionada por la funcionalidad de las diferentes CBPs. 
Por todo lo anterior, parece lógico pensar que a la hora de elegir una diana sobre 
la que ejercer una inhibición por parte de un fármaco, sería la propia colina o las 
proteínas que intervienen en su metabolismo o en su funcionalidad, como las CBPs, 
sobre las que se ejercería dicha acción inhibidora. En la búsqueda de fármacos que 
interfirieran en el metabolismo de la colina, serían candidatas aquellas proteínas que se 
localizan en la membrana con funciones determinantes para la viabilidad de la bacteria, 
como son los transportadores TacF o LicB. En este sentido, la determinación de los 
aminoácidos implicados en el reconocimiento de los ácidos teicoicos por TacF 
mostrados en esta Memoria, podría ayudar al diseño de compuestos capaces de bloquear 
la funcionalidad de este transportador. Por otro lado, las drogas que bloquearan la 
actividad del transportador LicB, determinarían una inhibición de la entrada de colina 
en el citoplasma bacteriano, con las enormes consecuencias que de ello se derivarían. 
Por ejemplo, podría ser interesante probar la capacidad de bloqueo de este transportador 
Discusión integradora 
 166
utilizando moléculas tales como aminas cuaternarias derivadas del catecol. Estos 
compuestos han sido probados en el bloqueo de transportadores de colina en cerebro de 
ratón (Cai et al., 2007). También se ha estudiado la capacidad de inhibir el transporte de 
colina en cultivos celulares humanos utilizando hemicolinium-3 como agente 
bloqueante (Michel & Bakovic, 2009; Muller et al., 2009). Además de las drogas que 
inhiben estos transportadores de colina, también se han descrito compuestos capaces de 
inhibir la actividad de colina kinasas (Campos et al., 2003), que podrían ser utilizados 
para el bloqueo de la enzima LicA, cuyo papel es determinante en el metabolismo de la 
colina en neumococo. 
En este tipo de estrategias, el problema podría radicar en la posible toxicidad de 
estos compuestos bloqueantes en humanos puesto que la colina también es una 
molécula clave en la fisiología del ser humano, tanto en la formación de lípidos de 
membrana, como en la síntesis de neurotransmisores o moléculas del sistema inmune, 
entre otras funciones. Pero la colina, además de su función estructural básica como 
componente de los ácidos teicoicos de neumococo, también tiene una gran importancia 
para la bacteria desde el punto de vista fisiológico, como ya se ha comentado 
anteriormente. Por tanto, cabría pensar que aquellas drogas que provocaran la liberación 
de las CBPs de la envuelta celular o inhibieran su funcionalidad, serían determinantes 
para disminuir la patogenicidad de neumococo. En este sentido, las moléculas con 
estructura análoga a la colina y que pudiesen competir con ésta por su unión a las CBPs 
serían posibles candidatos como drogas antineumocócicas. Este sería el caso de la 
ofloxacina, que es capaz de interaccionar con los dominios de unión a colina de una 
manera similar a como lo haría la colina, e inhibir la actividad enzimática de CBPs 
como LytA, LytC o Cpl-1 (Fernández-Tornero et al., 2005).  
Por todas estas razones, se consideró que el ipratropio podría ser un buen 
candidato a estudiar como droga antineumocócica. Este compuesto es una amina 
cuaternaria bicíclica, utilizada como anticolinérgico, es decir que se une a los receptores 
de la acetilcolina, pero no produce los efectos de ésta. El ipratropio se utiliza con 
inhaladores como broncodilatador en casos de asma (Graf et al., 2009; Kässner et al., 
2004). Su efecto se debe a su actividad inespecífica frente a los receptores muscarínicos 
que se localizan sobre la musculatura lisa del tracto respiratorio (Wellington, 2005). El 
efecto anticolinérgico previene el aumento de la concentración del cGMP, causado por 
la interacción de la acetilcolina con los receptores muscarínicos. Este compuesto no es 
absorbido fácilmente por la circulación sistémica, tanto desde los pulmones como 
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gastrointestinalmente. Además, los estudios en ratas han demostrado que el ipratropio 
tampoco atraviesa la barrera hematoencefálica. Su vida media de eliminación es de 
alrededor de 2 h tras la inhalación o la administración intravenosa (Ensinger et al., 1987; 
Urso et al., 1991). Su uso únicamente está contraindicado en pacientes con 
hipersensibilidad al compuesto, o a derivados de la atropina, aunque se han descrito 
algunos efectos adversos en pacientes con glaucoma (Kalra & Bone, 1988), con 
problemas cardiovasculares (Singh et al., 2008) o en ancianos (Gupta et al., 2008).  
Los estudios presentados en esta Memoria han demostrado que el ipratropio no 
sólo es capaz de inhibir las diferentes enzimas líticas de unión a colina, sino que además 
podría estar actuando sobre otros procesos metabólicos. Esta hipótesis está basada en 
que el efecto producido sobre las cepas independientes de colina, P501 y P121, no 
puede atribuirse únicamente a la inhibición de las CBPs, ya que en su presencia se 
observó una parada del crecimiento y una morfología anormal de dichas bacterias. 
A la vista de nuestros resultados podríamos distinguir tres mecanismos de 
actuación del ipratropio sobre neumococo. En primer lugar, a concentraciones bajas del 
compuesto en el medio de cultivo (<20 mM), el ipratropio inhibe las CBPs, lo que se 
puede observar tanto por el aspecto encadenado de las bacterias (inhibición de LytB), 
como por la ausencia de lisis en la fase estacionaria del cultivo a 37ºC (inhibición de 
LytA). En segundo lugar, a concentraciones no inhibidoras del crecimiento (≈20 mM), 
se observa una ralentización en el crecimiento concomitante con una deformación 
celular consistente en un aumento de tamaño de algunas células, así como la aparición 
de formas más esféricas de las mismas. En tercer lugar, en condiciones de alta 
concentración del compuesto (30 mM), la multiplicación bacteriana se inhibe totalmente, 
lo que indicaría un efecto inmediato del ipratropio sobre los procesos que influyen 
directa o indirectamente sobre la división bacteriana. 
Dada la similitud estructural del ipratropio con la colina, una hipótesis para 
explicar los efectos de este fármaco a alta concentración fue que actuase directamente 
sobre el metabolismo de la colina. Así, se pensó que el ipratropio podría bloquear la 
entrada de colina en el citoplasma celular inhibiendo LicB. Otra opción sería la posible 
capacidad del ipratropio para unirse a los ácidos teicoicos, bloqueando la salida de los 
mismos a través de la inhibición de la proteína TacF. El hecho de que el ipratropio a 
media y alta concentración (20-30 mM) muestre efectos similares en los mutantes 
capaces de crecer en ausencia de colina, es decir, en la cepa P501 (con TacF no 
restrictivo para la salida de ácidos teicoicos sin colina) y en la cepa P121 (P501, licB-), 
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así como en la cepa salvaje R6, descartaría que el ipratropio ejerciera su función a través 
del bloqueo de LicB. Aunque en las cepas P501 y P121 el transportador TacF permite la 
salida de precursores de ácidos teicoicos libres de colina, tanto si el ipratropio se 
encuentra libre o anclado a los ácidos teicoicos, la proteína TacF podría verse 
parcialmente bloqueada para la translocación de los ácidos teicoicos. Esto podría causar 
los efectos observados, ya que se ha demostrado que los ácidos teicoicos de la pared son 
imprescindibles para la vida de neumococo, debido a la imposibilidad de aislar bacterias 
mutadas en los genes implicados en la síntesis del ribitol activado (tarI y tarJ), 
componente de los ácidos teicoicos y lipoteicoicos (Baur et al., 2009). Alternativamente, 
la internalización del ipratropio tendría lugar bien por difusión pasiva, bien por alguna 
otra proteína especializada como podría ser el transportador de poliaminas PotBC.  
Si se tiene en cuenta la deformación celular que se observa en presencia de una 
concentración de ipratropio de 20 mM, así como la detención del crecimiento bacteriano 
a concentraciones mayores del compuesto, podría pensarse que estos efectos estarían 
relacionados con alguna interferencia más o menos drástica en distintos procesos 
metabólicos de la bacteria necesarios para la división. En este sentido, se han estudiado 
en diversos trabajos la capacidad de deformación bacteriana provocada por la presencia 
de diferentes antibióticos tales como penicilinas, cicloserina, ristocetina, cefalosporinas, 
vancomicina o bacitracina, antibióticos típicos que afectan a la síntesis de la pared, así 
como antibióticos con efectos intracelulares como kanamicina, cloramfenicol, ácido 
fusídico, sulfametoxazol, lincomicina y tetraciclina. En todos estos casos se comprobó 
que la presencia de los antibióticos produce una deformación similar de la morfología 
bacteriana independientemente del modo de acción del antibiótico, postulándose un 
posible paso metabólico común inducido en presencia de diversos fármacos 
(Greenwood & O'Grady, 1972; Klainer & Perkins, 1972; Liss et al., 1979). En estudios 
con antibióticos β-lactámicos se ha visto que los efectos sobre la morfología bacteriana 
aparecían de una forma más acusada en concentraciones bajas del antibiótico 
comparado con concentraciones altas del mismo y que estas deformaciones ocurren de 
una manera dependiente del tiempo de aplicación (Dalhoff et al., 2003; Nishino & 
Nakazawa, 1976). 
Para el hipotético uso del ipratropio como antibiótico clínico habría que pensar 
en realizar modificaciones en esta molécula para aumentar su efecto sobre la bacteria, 
ya que las concentraciones mínimas inhibitorias de muchos compuestos aumentan en 
presencia de sangre, requiriéndose por tanto en estas condiciones mayores 
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concentraciones del fármaco. Este hecho podría tener consecuencias adversas en los 
pacientes sobre los que se aplicara este tratamiento, debido al efecto colateral del 
ipratropio sobre los receptores de acetilcolina en humanos. Una opción alternativa en 
este mismo sentido sería disminuir su concentración efectiva mediante una 
reformulación de su presentación galénica. Por ello, actualmente se está estudiando la 
posibilidad de presentar el ipratropio sobre unas nanopartículas denominadas 
dendrímeros, que son moléculas sintéticas poliméricas producidas por medio de un 
proceso de fabricación a nanoescala. Estos dendrímeros se sintetizan a partir de un 
monómero al que se van añadiendo nuevas ramas paso a paso hasta constituir la 
estructura arborescente típica de los mismos. Ya se han realizado estudios con 
dendrímeros que llevan anclada colina a cada una de sus ramas, determinándose su 
capacidad de inhibir a las diferentes CBPs, así como los efectos que produce al añadirlo 
sobre cultivos de S. pneumoniae. Los resultados fueron muy prometedores ya que se 
comprobó que el efecto inhibidor sobre las distintas mureín-hidrolasas (CBPs) de los 
dendrímeros más cargados de colina se ejercía a una concentración aproximadamente 
1.000 veces menor que la correspondiente a la colina libre. Además, este efecto 
inhibidor in vitro se correlacionaba perfectamente con el grado de encadenamiento de la 
cepa R6 causada por las distintas concentraciones de dendrímeros o colina libre 
(Hernández-Rocamora et al., 2009). Estos datos apuntan a favor de una posible 
aplicación del ipratropio en la lucha contra neumococo en este tipo de aproximación 
experimental. De todas formas, en el caso de un resultado positivo en esta aproximación, 
hay que destacar que la aplicación de la droga anclada a dendrímeros se vería 
restringida a su aplicación sobre infecciones localizadas, evitando así los efectos de 
altas concentraciones de una droga anticolinérgica en el torrente sanguíneo. Estas 
aplicaciones del compuesto podrían recomendarse en los casos de otitis media 
producida por S. pneumoniae, o como posible tratamiento preventivo en casos de alto 
riesgo de infecciones neumocócicas, donde se podría aplicar sobre la nasofaringe por 
medio de aerosoles. 
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V. CONCLUSIONES 
 
1. La dependencia de colina en neumococo está determinada por un único gen, tacF, 
que codifica una proteína integral de membrana implicada en el transporte de 
ácidos teicoicos o sus precursores. 
 
2. Se ha comprobado que algunos cambios en la proteína TacF permiten el 
crecimiento de neumococo en medios carentes de aminoalcohol. 
 
3. Algunas mutaciones en TacF influyen significativamente en la eficacia biológica 
de neumococo cuando se multiplica en medios en ausencia de aminoalcohol, de tal 
manera que se requieren al menos dos mutaciones para conseguir un mejor 
crecimiento en esas condiciones. 
 
4. La capacidad sensora/transportadora de TacF sobre los ácidos teicoicos que portan 
o no colina unida covalentemente, se localiza en tres regiones discretas de la 
proteína. 
 
5. La cepa de S. mitis SK598 contiene los genes licA y licB no funcionales, lo que 
determina su incapacidad para transportar colina al citoplasma bacteriano y 
facilitar su posterior fosforilación. 
 
6. Se ha determinado la auxotrofía para colina en la cepa tipo de S. 
pseudopneumoniae, así como la capacidad de crecimiento de la cepa tipo de S. 
mitis en medios carentes de aminoalcohol. 
 
7. La localización de LytA, LytB, LytC y Pce en las estructuras periféricas de la 
pared y su liberación en presencia de 2% de cloruro de colina en el medio, está 
condicionada por la presencia de colina en los ácidos teicoicos.  
 
8. Los niveles de expresión de LytC disminuyen cuando la bacteria no incorpora 
colina en su pared. El tipo de unión de las proteínas LytA y LytB difiere en 
función de que la bacteria incorpore o no colina a su pared celular, siendo 
imposible liberar dichas proteínas de unión a colina desde las estructuras 
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periféricas de la bacteria en presencia de 2% de cloruro de colina en el primer 
caso. 
  
9. Se ha caracterizado una nueva subfamilia de proteínas de unión a colina, presente 
en todas las cepas de neumococo analizadas, compuesta por proteínas que 
contienen un dominio C-terminal de unión a colina consenso, y un dominio N-
terminal compuesto por la repetición de motivos de unión a colina no canónicos, 
cuyo ejemplo prototípico es la proteína CbpF.  
 
10. CbpF inhibe tanto in vitro como in vivo las lisozimas que actúan sobre la pared de 
neumococo. Esta inhibición no se debe a una competición por los residuos de 
colina del sustrato, dado que en dicha inhibición está implicado el dominio N-
terminal de la proteína. CbpF se localiza de una manera homogénea en la 
superficie bacteriana, con una ligera tendencia a ocupar las zonas polares.  
 
11. La ausencia del gen cbpF en la cepa de neumococo R6 no produce cambios 
significativos en la fisiología de neumococo cuando se cultiva en condiciones de 
laboratorio. 
 
12. Los ésteres de aminas bicíclicas análogos de colina, ipratropio y atropina, actúan 
como bacteriostáticos y producen una morfología encadenada en neumococo 
cuando se multiplican en su presencia, así como una deformación celular acusada 
cuando esta multiplicación tiene lugar en presencia de ipratropio.  
 
13. El ipratropio ocasiona el mismo efecto en el fenotipo y crecimiento bacteriano 
sobre los mutantes tacF de neumococo P501 y P121 que sobre la cepa salvaje R6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bibliografía 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bibliografía 
 173
Aanensen, D.M., Mavroidi, A., Bentley, S.D., Reeves, P.R., & Spratt, B.G. (2007) 
Predicted functions and linkage specificities of the products of the Streptococcus 
pneumoniae capsular biosynthetic loci. J Bacteriol 189: 7856-7876. 
Agrawal, A., Suresh, M.V., Singh, S.K., & Ferguson, D.A., Jr. (2008) The protective 
function of human C-reactive protein in mouse models of Streptococcus 
pneumoniae infection. Endocr Metab Immune Disord Drug Targets 8: 231-237. 
Alloing, G., Granadel, C., Morrison, D.A., & Claverys, J.P. (1996) Competence 
pheromone, oligopeptide permease, and induction of competence in 
Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 21: 471-478. 
Alpuche, C., Garau, J., & Lim, V. (2007) Global and local variations in antimicrobial 
susceptibilities and resistance development in the major respiratory pathogens. 
Int J Antimicrob Agents 30 Suppl 2: S135-138. 
Arbique, J.C., Poyart, C., Trieu-Cuot, P., Quesne, G., Carvalho Mda, G., Steigerwalt, 
A.G., Morey, R.E., Jackson, D., Davidson, R.J., & Facklam, R.R. (2004) 
Accuracy of phenotypic and genotypic testing for identification of Streptococcus 
pneumoniae and description of Streptococcus pseudopneumoniae sp. nov. J Clin 
Microbiol 42: 4686-4696. 
Arondel, V., Benning, C., & Somerville, C.R. (1993) Isolation and functional 
expression in Escherichia coli of a gene encoding phosphatidylethanolamine 
methyltransferase (EC 2.1.1.17) from Rhodobacter sphaeroides. J Biol Chem 
268: 16002-16008. 
Attali, C., Frolet, C., Durmort, C., Offant, J., Vernet, T., & Di Guilmi, A.M. (2008) 
Streptococcus pneumoniae choline-binding protein E interaction with 
plasminogen/plasmin stimulates migration across the extracellular matrix. Infect 
Immun 76: 466-476. 
Avery, O.T., & Goebel, W.F. (1929) Chemo-immunological studies on conjugated 
carbohydrate-proteins. II. Immunological specificity of synthetic sugar-protein 
antigens. J Exp Med 50: 533-550. 
Avery, O.T., MacLeod, C.M., & McCarty, M. (1944) Studies on the chemical nature of 
the substance inducing transformation of pneumococcal types. Induction of 
transformation by a deoxyribonucleic acid fraction isolated from pneumococcus 
type III. J Exp Med 79: 137-158. 
Baddiley, J. (1972) Teichoic acids in cell walls and membranes of bacteria. Essays 
Biochem 8: 35-77. 
Barbier, M., Oliver, A., Rao, J., Hanna, S.L., Goldberg, J.B., & Alberti, S. (2008) Novel 
phosphorylcholine-containing protein of Pseudomonas aeruginosa chronic 
infection isolates interacts with airway epithelial cells. J Infect Dis 197: 465-473. 
Barocchi, M.A., Ries, J., Zogaj, X., Hemsley, C., Albiger, B., Kanth, A., Dahlberg, S., 
Fernebro, J., Moschioni, M., Masignani, V., Hultenby, K., Taddei, A.R., Beiter, 
K., Wartha, F., von Euler, A., Covacci, A., Holden, D.W., Normark, S., 
Rappuoli, R., & Henriques-Normark, B. (2006) A pneumococcal pilus 
influences virulence and host inflammatory responses. Proc Natl Acad Sci USA 
103: 2857-2862. 
Baur, S., Marles-Wright, J., Buckenmaier, S., Lewis, R.J., & Vollmer, W. (2009) 
Synthesis of CDP-activated ribitol for teichoic acid precursors in Streptococcus 
pneumoniae. J Bacteriol 191: 1200-1210. 
Bean, B., & Tomasz, A. (1977) Choline metabolism in pneumococci. J Bacteriol 130: 
571-574. 
Bibliografía 
 174
Behr, T., Fischer, W., Peter-Katalinic, J., & Egge, H. (1992) The structure of 
pneumococcal lipoteichoic acid. Improved preparation, chemical and mass 
spectrometric studies. Eur J Biochem 207: 1063-1075. 
Bensing, B.A., & Sullam, P.M. (2002) An accessory sec locus of Streptococcus 
gordonii is required for export of the surface protein GspB and for normal levels 
of binding to human platelets. Mol Microbiol 44: 1081-1094. 
Benson, C.E., & Sweeney, C.R. (1984) Isolation of Streptococcus pneumoniae type 3 
from equine species. J Clin Microbiol 20: 1028-1030. 
Bentley, S.D., Aanensen, D.M., Mavroidi, A., Saunders, D., Rabbinowitsch, E., Collins, 
M., Donohoe, K., Harris, D., Murphy, L., Quail, M.A., Samuel, G., Skovsted, 
I.C., Kaltoft, M.S., Barrell, B., Reeves, P.R., Parkhill, J., & Spratt, B.G. (2006) 
Genetic analysis of the capsular biosynthetic locus from all 90 pneumococcal 
serotypes. PLoS Genet 2: e31. 
Bergmann, S., & Hammerschmidt, S. (2006) Versatility of pneumococcal surface 
proteins. Microbiology 152: 295-303. 
Bergström, N., Jansson, P.E., Kilian, M., & Sørensen, U.B. (2003) A unique variant of 
streptococcal group O-antigen (C-polysaccharide) that lacks phosphocholine. 
Eur J Biochem 270: 2157-2162. 
Berry, A.M., Yother, J., Briles, D.E., Hansman, D., & Paton, J.C. (1989) Reduced 
virulence of a defined pneumolysin-negative mutant of Streptococcus 
pneumoniae. Infect Immun 57: 2037-2042. 
Bogaert, D., Hermans, P.W., Adrian, P.V., Rumke, H.C., & de Groot, R. (2004) 
Pneumococcal vaccines: an update on current strategies. Vaccine 22: 2209-2220. 
Bootsma, H.J., Egmont-Petersen, M., & Hermans, P.W. (2007) Analysis of the in vitro 
transcriptional response of human pharyngeal epithelial cells to adherent 
Streptococcus pneumoniae: evidence for a distinct response to encapsulated 
strains. Infect Immun 75: 5489-5499. 
Braun, L., & Cossart, P. (2000) Interactions between Listeria monocytogenes and host 
mammalian cells. Microb Infect 2: 803-811. 
Briese, T., & Hakenbeck, R. (1985) Interaction of the pneumococcal amidase with 
lipoteichoic acid and choline. Eur J Biochem 146: 417-427. 
Brooks-Walter, A., Briles, D.E., & Hollingshead, S.K. (1999) The pspC gene of 
Streptococcus pneumoniae encodes a polymorphic protein, PspC, which elicits 
cross-reactive antibodies to PspA and provides immunity to pneumococcal 
bacteremia. Infect Immun 67: 6533-6542. 
Brouwer, N., Dolman, K.M., van Houdt, M., Sta, M., Roos, D., & Kuijpers, T.W. (2008) 
Mannose-binding lectin (MBL) facilitates opsonophagocytosis of yeasts but not 
of bacteria despite MBL binding. J Immunol 180: 4124-4132. 
Cai, S., Mukherjee, J., Tillekeratne, L.M., Hudson, R.A., & Kirchhoff, J.R. (2007) 
Inhibition of choline transport by redox-active cholinomimetic bis-catechol 
reagents. Bioorg Med Chem 15: 7042-7047. 
Campbell, H.A., & Kent, C. (2001) The CTP:phosphocholine cytidylyltransferase 
encoded by the licC gene of Streptococcus pneumoniae: cloning, expression, 
purification, and characterization. Biochim Biophys Acta 1534: 85-95.  
Campos, J., Núñez, M.C., Conejo-García, A., Sánchez-Martín, R.M., Hernández-
Alcoceba, R., Rodríguez-González, A., Lacal, J.C., Gallo, M.A., & Espinosa, A. 
(2003) QSAR-derived choline kinase inhibitors: how rational can 
antiproliferative drug design be? Curr Med Chem 10: 1095-1112. 
Bibliografía 
 175
Chen, S., Paterson, G.K., Tong, H.H., Mitchell, T.J., & DeMaria, T.F. (2005) Sortase A 
contributes to pneumococcal nasopharyngeal colonization in the chinchilla 
model. FEMS Microbiol Lett 253: 151-154. 
Chi, F., Leider, M., Leendertz, F., Bergmann, C., Boesch, C., Schenk, S., Pauli, G., 
Ellerbrok, H., & Hakenbeck, R. (2007a) New Streptococcus pneumoniae clones 
in deceased wild chimpanzees. J Bacteriol 189: 6085-6088. 
Chi, F., Nolte, O., Bergmann, C., Ip, M., & Hakenbeck, R. (2007b) Crossing the barrier: 
evolution and spread of a major class of mosaic pbp2x in Streptococcus 
pneumoniae, S. mitis and S. oralis. Int J Med Microbiol 297: 503-512. 
Claverys, J.P., & Håvarstein, L.S. (2007) Cannibalism and fratricide: mechanisms and 
raisons d'etre. Nat Rev Microbiol 5: 219-229. 
Claverys, J.P., Martin, B., & Håvarstein, L.S. (2007) Competence-induced fratricide in 
streptococci. Mol Microbiol 64: 1423-1433. 
Crain, M.J., Waltman, W.D. 2nd, Turner, J.S., Yother, J., Talkington, D.F., McDaniel, 
L.S., Gray, B.M., & Briles, D.E. (1990) Pneumococcal surface protein A (PspA) 
is serologically highly variable and is expressed by all clinically important 
capsular serotypes of Streptococcus pneumoniae. Infect Immun 58: 3293-3299. 
Croucher, N.J., Walker, D., Romero, P., Lennard, N., Paterson, G.K., Bason, N.C., 
Mitchell, A.M., Quail, M.A., Andrew, P.W., Parkhill, J., Bentley, S.D., and 
Mitchell, T.J. (2009) Role of conjugative elements in the evolution of the 
multidrug-resistant pandemic clone Streptococcus pneumoniae Spain23F ST81. 
J Bacteriol 191: 1480-1489. 
Csordas, F.C., Perciani, C.T., Darrieux, M., Goncalves, V.M., Cabrera-Crespo, J., 
Takagi, M., Sbrogio-Almeida, M.E., Leite, L.C., & Tanizaki, M.M. (2008) 
Protection induced by pneumococcal surface protein A (PspA) is enhanced by 
conjugation to a Streptococcus pneumoniae capsular polysaccharide. Vaccine 26: 
2925-2929. 
Cundell, D.R., Gerard, N.P., Gerard, C., Idanpaan-Heikkila, I., & Tuomanen, E.I. (1995) 
Streptococcus pneumoniae anchor to activated human cells by the receptor for 
platelet-activating factor. Nature 377: 435-438. 
D'Elia, M.A., Millar, K.E., Beveridge, T.J., & Brown, E.D. (2006) Wall teichoic acid 
polymers are dispensable for cell viability in Bacillus subtilis. J Bacteriol 188: 
8313-8316. 
Dagan, R., Givon-Lavi, N., Zamir, O., Sikuler-Cohen, M., Guy, L., Janco, J., Yagupsky, 
P., & Fraser, D. (2002) Reduction of nasopharyngeal carriage of Streptococcus 
pneumoniae after administration of a 9-valent pneumococcal conjugate vaccine 
to toddlers attending day care centers. J Infect Dis 185: 927-936. 
Dalhoff, A., Nasu, T., & Okamoto, K. (2003) Target affinities of faropenem to and its 
impact on the morphology of gram-positive and gram-negative bacteria. 
Chemotherapy 49: 172-183. 
Damjanovic, M., Kharat, A.S., Eberhardt, A., Tomasz, A., & Vollmer, W. (2007) The 
essential tacF gene is responsible for the choline-dependent growth phenotype 
of Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol 189: 7105-7111. 
de Kruijff, B., van Dam, V., & Breukink, E. (2008) Lipid II: a central component in 
bacterial cell wall synthesis and a target for antibiotics. Prostaglandins Leukot 
Essent Fatty Acids 79: 117-121. 
de las Rivas, B., García, J.L., López, R., & García, P. (2001) Molecular characterization 
of the pneumococcal teichoic acid phosphorylcholine esterase. Microb Drug 
Resist 7: 213-222. 
Bibliografía 
 176
de las Rivas, B., García, J.L., López, R., & García, P. (2002) Purification and polar 
localization of pneumococcal LytB, a putative endo-beta-N-
acetylglucosaminidase: the chain-dispersing murein hydrolase. J Bacteriol 184: 
4988-5000. 
de Roux, A., Schmole-Thoma, B., Siber, G.R., Hackell, J.G., Kuhnke, A., Ahlers, N., 
Baker, S.A., Razmpour, A., Emini, E.A., Fernsten, P.D., Gruber, W.C., Lockhart, 
S., Burkhardt, O., Welte, T., & Lode, H.M. (2008) Comparison of 
pneumococcal conjugate polysaccharide and free polysaccharide vaccines in 
elderly adults: conjugate vaccine elicits improved antibacterial immune 
responses and immunological memory. Clin Infect Dis 46: 1015-1023. 
Desai, B.V., Reiter, H., & Morrison, D.A. (2003) Choline starvation induces the gene 
licD2 in Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol 185: 371-373. 
Destefano, F., Pfeifer, D., & Nohynek, H. (2008) Safety profile of pneumococcal 
conjugate vaccines: systematic review of pre- and post-licensure data. Bull 
World Health Organ 86: 373-380. 
Díaz, E., García, E., Ascaso, C., Méndez, E., López, R., & García, J.L. (1989) 
Subcellular localization of the major pneumococcal autolysin: a peculiar 
mechanism of secretion in Escherichia coli. J Biol Chem 264: 1238-1244. 
Díaz, E., López, R., & García, J.L. (1990) Chimeric phage-bacterial enzymes: a clue to 
the modular evolution of genes. Proc Natl Acad Sci U S A 87: 8125-8129. 
Díaz, E., López, R., & García, J.L. (1991) Chimeric pneumococcal cell wall lytic 
enzymes reveal important physiological and evolutionary traits. J Biol Chem 266: 
5464-5471. 
Dingle, T., Wee, S., Mulvey, G.L., Greco, A., Kitova, E.N., Sun, J., Lin, S., Klassen, 
J.S., Palcic, M.M., Ng, K.K., & Armstrong, G.D. (2008) Functional properties of 
the carboxy-terminal host cell-binding domains of the two toxins, TcdA and 
TcdB, expressed by Clostridium difficile. Glycobiology 18: 698-706. 
Draing, C., Pfitzenmaier, M., Zummo, S., Mancuso, G., Geyer, A., Hartung, T., & von 
Aulock, S. (2006) Comparison of lipoteichoic acid from different serotypes of 
Streptococcus pneumoniae. J Biol Chem 281: 33849-33859. 
Du Clos, T.W., & Mold, C. (2001) The role of C-reactive protein in the resolution of 
bacterial infection. Curr Opin Infect Dis 14: 289-293. 
Eldholm, V., Johnsborg, O., Haugen, K., Ohnstad, H.S., & Håvarstein, L.S. (2009) 
Fratricide in Streptococcus pneumoniae: contributions and role of the cell wall 
hydrolases CbpD, LytA and LytC. Microbiology. PMID: 19389766 
Ensinger, H.A., Wahl, D., & Brantl, V. (1987) Radioreceptor assay for determination of 
the antimuscarinic drug ipratropium bromide in man. Eur J Clin Pharmacol 33: 
459-462. 
Fernández-Tornero, C., López, R., García, E., Giménez-Gallego, G., & Romero, A. 
(2001) A novel solenoid fold in the cell wall anchoring domain of the 
pneumococcal virulence factor LytA. Nat Struct Biol 8: 1020-1024. 
Fernández-Tornero, C., García, E., de Pascual-Teresa, B., López, R., Giménez-Gallego, 
G., & Romero, A. (2005) Ofloxacin-like antibiotics inhibit pneumococcal cell 
wall-degrading virulence factors. J Biol Chem 280: 19948-19957. 
Fernebro, J., Andersson, I., Sublett, J., Morfeldt, E., Novak, R., Tuomanen, E., Normark, 
S., & Normark, B.H. (2004) Capsular expression in Streptococcus pneumoniae 
negatively affects spontaneous and antibiotic-induced lysis and contributes to 
antibiotic tolerance. J Infect Dis 189: 328-338. 
Ferreira, D.M., Darrieux, M., Silva, D.A., Leite, L.C., Ferreira, J.M., Jr., Ho, P.L., 
Miyaji, E.N., & Oliveira, M.L. (2009) Characterization of protective mucosal 
Bibliografía 
 177
and systemic immune responses elicited by Pneumococcal Surface Proteins 
PspA and PspC nasal vaccines against a respiratory pneumococcal challenge in 
mice. Clin Vaccine Immunol. 16: 636-645. 
Fischer, H., & Tomasz, A. (1984) Production and release of peptidoglycan and wall 
teichoic acid polymers in pneumococci treated with beta-lactam antibiotics. J 
Bacteriol 157: 507-513. 
Fischer, W. (1988) Physiology of lipoteichoic acids in bacteria. Adv Microb Physiol 29: 
233-302. 
Fischer, W., Behr, T., Hartmann, R., Peter-Katalinic, J., & Egge, H. (1993) Teichoic 
acid and lipoteichoic acid of Streptococcus pneumoniae possess identical chain 
structures. A reinvestigation of teichoid acid (C polysaccharide). Eur J Biochem 
215: 851-857. 
Fischer, W. (2000) Phosphocholine of pneumococcal teichoic acids: role in bacterial 
physiology and pneumococcal infection. Res Microbiol 151: 421-427. 
Fox, J.G., & Soave, O.A. (1971) Pneumococcic meningoencephalitis in a rhesus 
monkey. J Am Vet Med Assoc 159: 1595-1597. 
Fox, K.L., Li, J., Schweda, E.K., Vitiazeva, V., Makepeace, K., Jennings, M.P., Moxon, 
E.R., & Hood, D.W. (2008) Duplicate copies of lic1 direct the addition of 
multiple phosphocholine residues in the lipopolysaccharide of Haemophilus 
influenzae. Infect Immun 76: 588-600. 
Freymond, P.P., Lazarevic, V., Soldo, B., & Karamata, D. (2006) Poly(glucosyl-N-
acetylgalactosamine 1-phosphate), a wall teichoic acid of Bacillus subtilis 168: 
its biosynthetic pathway and mode of attachment to peptidoglycan. 
Microbiology 152: 1709-1718. 
García, E., García, J.L., Ronda, C., García, P., & López, R. (1985) Cloning and 
expression of the pneumococcal autolysin gene in Escherichia coli. Mol Gen 
Genet 201: 225-230. 
García, J.L., Sánchez-Beato, A.R., Medrano, F.J., & López, R. (1998) Versatility of 
choline-binding domain. Microb Drug Resist 4: 25-36. 
García, P., García, J.L., García, E., Sánchez-Puelles, J.M., & López, R. (1990) Modular 
organization of the lytic enzymes of Streptococcus pneumoniae and its 
bacteriophages. Gene 86: 81-88. 
García, P., González, M.P., García, E., López, R., & García, J.L. (1999a) LytB, a novel 
pneumococcal murein hydrolase essential for cell separation. Mol Microbiol 31: 
1275-1281. 
García, P., González, M.P., García, E., García, J.L., & López, R. (1999b) The molecular 
characterization of the first autolytic lysozyme of Streptococcus pneumoniae 
reveals evolutionary mobile domains. Mol Microbiol 33: 128-138. 
García, J.L., Sánchez-Beato, A.R., Medrano, F.J. & López, R. (2000). Versatility of 
choline-binding domain, p. 231–244. En A. Tomasz (ed.), Streptococcus 
pneumoniae: molecular biology & mechanisms of disease. Mary Ann Liebert, 
Inc. Larchmont, NY. 
Geelen, S., Bhattacharyya, C., & Tuomanen, E. (1993) The cell wall mediates 
pneumococcal attachment to and cytopathology in human endothelial cells. 
Infect Immun 61: 1538-1543. 
Gehre, F., Leib, S.L., Grandgirard, D., Kummer, J., Buhlmann, A., Simon, F., Gaumann, 
R., Kharat, A.S., Tauber, M.G., & Tomasz, A. (2008) Essential role of choline 
for pneumococcal virulence in an experimental model of meningitis. J Intern 
Med. 143-154. 
Bibliografía 
 178
Gillespie, S.H., Ainscough, S., Dickens, A., & Lewin, J. (1996) Phosphorylcholine-
containing antigens in bacteria from the mouth and respiratory tract. J Med 
Microbiol 44: 35-40. 
Gillespie, S. H., McHugh, T.D., Ayres, H., Dickens, A., Efstratiou, A. & Whiting, G.C. 
(1997) Allelic variations in Streptococcus pneumoniae autolysin (N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase). Infect Immun 65: 3936-3938. 
Glover, D.T., Hollingshead, S.K., & Briles, D.E. (2008) Streptococcus pneumoniae 
surface protein PcpA elicits protection against lung infection and fatal sepsis. 
Infect Immun 76: 2767-2776. 
González, A., Llull, D., Morales, M., García, P., & García, E. (2008) Mutations in the 
tacF gene of clinical strains and laboratory transformants of Streptococcus 
pneumoniae: impact on choline auxotrophy and growth rate. J Bacteriol 190: 
4129-4138. 
Gosink, K.K., Mann, E.R., Guglielmo, C., Tuomanen, E.I., & Masure, H.R. (2000) Role 
of novel choline binding proteins in virulence of Streptococcus pneumoniae. 
Infect Immun 68: 5690-5695. 
Gould, J.M., & Weiser, J.N. (2002) The inhibitory effect of C-reactive protein on 
bacterial phosphorylcholine platelet-activating factor receptor-mediated 
adherence is blocked by surfactant. J Infect Dis 186: 361-371. 
Graf, P., Eccles, R., & Chen, S. (2009) Efficacy and safety of intranasal xylometazoline 
and ipratropium in patients with common cold. Expert Opin Pharmacother 10: 
889-908. 
Gray, B.M., Converse, G.M. 3rd, & Dillon, H.C. Jr. (1980) Epidemiologic studies of 
Streptococcus pneumoniae in infants: acquisition, carriage, and infection during 
the first 24 months of life. J Infect Dis 142: 923-933. 
Greenwood, D., & O'Grady, F. (1972) Scanning electron microscopy of Staphylococcus 
aureus exposed to some common anti-staphylococcal agents. J Gen Microbiol 
70: 263-270. 
Griffith, F. (1928) The significance of pneumococcal types. J Hyg 27: 113-159. 
Gründling, A., & Schneewind, O. (2007) Synthesis of glycerol phosphate lipoteichoic 
acid in Staphylococcus aureus. Proc Natl Acad Sci USA 104: 8478-8483. 
Guiral, S., Mitchell, T.J., Martin, B., & Claverys, J.P. (2005) Competence-programmed 
predation of noncompetent cells in the human pathogen Streptococcus 
pneumoniae: genetic requirements. Proc Natl Acad Sci USA 102: 8710-8715. 
Gupta, P., & O'Mahony, M.S. (2008) Potential adverse effects of bronchodilators in the 
treatment of airways obstruction in older people: recommendations for 
prescribing. Drugs Aging 25: 415-443. 
Hakenbeck, R., Madhour, A., Denapaite, D., & Bruckner, R. (2009) Versatility of 
choline metabolism and choline-binding proteins in Streptococcus pneumoniae 
and commensal streptococci. FEMS Microbiol Rev 33: 572-586. 
Hall-Stoodley, L., Nistico, L., Sambanthamoorthy, K., Dice, B., Nguyen, D., Mershon, 
W.J., Johnson, C., Hu, F.Z., Stoodley, P., Ehrlich, G.D., & Post, J.C. (2008) 
Characterization of biofilm matrix, degradation by DNase treatment and 
evidence of capsule downregulation in Streptococcus pneumoniae clinical 
isolates. BMC Microbiol 8: 173. 
Halfmann, A., Kovacs, M., Hakenbeck, R., & Bruckner, R. (2007) Identification of the 
genes directly controlled by the response regulator CiaR in Streptococcus 
pneumoniae: five out of 15 promoters drive expression of small non-coding 
RNAs. Mol Microbiol 66: 110-126. 
Bibliografía 
 179
Hammerschmidt, S., Tillig, M.P., Wolff, S., Vaerman, J.P., & Chhatwal, G.S. (2000) 
Species-specific binding of human secretory component to SpsA protein of 
Streptococcus pneumoniae via a hexapeptide motif. Mol Microbiol 36: 726-736. 
Hammerschmidt, S., Wolff, S., Hocke, A., Rosseau, S., Muller, E., & Rohde, M. (2005) 
Illustration of pneumococcal polysaccharide capsule during adherence and 
invasion of epithelial cells. Infect Immun 73: 4653-4667. 
Hammerschmidt, S. (2006) Adherence molecules of pathogenic pneumococci. Curr 
Opin Microbiol 9: 12-20. 
Harper, M., Cox, A., St Michael, F., Parnas, H., Wilkie, I., Blackall, P.J., Adler, B., & 
Boyce, J.D. (2007) Decoration of Pasteurella multocida lipopolysaccharide with 
phosphocholine is important for virulence. J Bacteriol 189: 7384-7391. 
Hava, D.L., & Camilli, A. (2002) Large-scale identification of serotype 4 Streptococcus 
pneumoniae virulence factors. Mol Microbiol 45: 1389-1406. 
Hava, D.L., Hemsley, C.J., & Camilli, A. (2003) Transcriptional regulation in the 
Streptococcus pneumoniae rlrA pathogenicity islet by RlrA. J Bacteriol 185: 
413-421. 
Henriques, B., Kalin, M., Ortqvist, A., Olsson Liljequist, B., Almela, M., Marrie, T.J., 
Mufson, M.A., Torres, A., Woodhead, M.A., Svenson, S.B., & Kallenius, G. 
(2000) Molecular epidemiology of Streptococcus pneumoniae causing invasive 
disease in 5 countries. J Infect Dis 182: 833-839. 
Hermoso, J.A., Monterroso, B., Albert, A., Galán, B., Ahrazem, O., García, P., 
Martínez-Ripoll, M., García, J.L., & Menéndez, M. (2003) Structural basis for 
selective recognition of pneumococcal cell wall by modular endolysin from 
phage Cp-1. Structure 11: 1239-1249. 
Hermoso, J.A., Lagartera, L., González, A., Stelter, M., García, P., Martínez-Ripoll, M., 
García, J.L., & Menéndez, M. (2005) Insights into pneumococcal pathogenesis 
from the crystal structure of the modular teichoic acid phosphorylcholine 
esterase Pce. Nat Struct Mol Biol. 12: 533-538. 
Hernández-Rocamora, V.M., Maestro, B., de Waal, B., Morales, M., García, P., Meijer, 
E.W., Merkx, M., & Sanz, J.M. (2009) Multivalent choline dendrimers as potent 
inhibitors of pneumococcal cell-wall hydrolysis. Angew Chem Int Ed Engl 48: 
948-951. 
Hiller, N.L., Janto, B., Hogg, J.S., Boissy, R., Yu, S., Powell, E., Keefe, R., Ehrlich, 
N.E., Shen, K., Hayes, J., Barbadora, K., Klimke, W., Dernovoy, D., Tatusova, 
T., Parkhill, J., Bentley, S.D., Post, J.C., Ehrlich, G.D., & Hu, F.Z. (2007) 
Comparative Genomic Analyses of Seventeen Streptococcus pneumoniae 
Strains: Insights into the Pneumococcal Supragenome. J Bacteriol 189: 8186-
8195. 
Hirata, F., Viveros, O.H., Diliberto, E.J., Jr., & Axelrod, J. (1978) Identification and 
properties of two methyltransferases in conversion of phosphatidylethanolamine 
to phosphatidylcholine. Proc Natl Acad Sci USA 75: 1718-1721. 
Hjelmstad, R.H., & Bell, R.M. (1990) The sn-1,2-diacylglycerol 
cholinephosphotransferase of Saccharomyces cerevisiae. Nucleotide sequence, 
transcriptional mapping, and gene product analysis of the CPT1 gene. J Biol 
Chem 265: 1755-1764. 
Höltje, J.V., & Tomasz, A. (1976) Purification of the pneumococcal N-acetylmuramyl-
L-alanine amidase to biochemical homogeneity. J Biol Chem 251: 4199-4207. 
Horne, D.S., & Tomasz, A. (1993) Possible role of a choline-containing teichoic acid in 
the maintenance of normal cell shape and physiology in Streptococcus oralis. J 
Bacteriol 175: 1717-1722. 
Bibliografía 
 180
Howard, L.V., & Gooder, H. (1974) Specificity of the autolysin of Streptococcus 
(Diplococcus) pneumoniae. J Bacteriol 117: 796-804. 
Hu, P., Bian, Z., Fan, M., Huang, M., & Zhang, P. (2008) Sec translocase and sortase A 
are colocalised in a locus in the cytoplasmic membrane of Streptococcus mutans. 
Arch Oral Biol 53: 150-154. 
Igarashi, K., & Kashiwagi, K. (2000) Polyamines: mysterious modulators of cellular 
functions. Biochem Biophys Res Commun 271: 559-564. 
Jacobs, M.R. (2008) Antimicrobial-resistant Streptococcus pneumoniae: trends and 
management. Expert Rev Anti Infect Ther 6: 619-635. 
Janulczyk, R., Iannelli, F., Sjoholm, A.G., Pozzi, G., & Bjorck, L. (2000) Hic, a novel 
surface protein of Streptococcus pneumoniae that interferes with complement 
function. J Biol Chem 275: 37257-37263. 
Jedrzejas, M.J. (2006) Unveiling molecular mechanisms of pneumococcal surface 
protein A interactions with antibodies and lactoferrin. Clin Chim Acta 367: 1-10. 
Jennings, H.J., Lugowski, C., & Young, N.M. (1980) Structure of the complex 
polysaccharide C-substance from Streptococcus pneumoniae type 1. 
Biochemistry 19: 4712-4719. 
Jeong, J.K., Kwon, O., Lee, Y.M., Oh, D.B., Lee, J.M., Kim, S., Kim, E.H., Le, T.N., 
Rhee, D.K., & Kang, H.A. (2009) Characterization of the Streptococcus 
pneumoniae BgaC protein as a novel surface β-galactosidase with specific 
hydrolysis activity for the Gal β1-3GlcNAc moiety of oligosaccharide. J 
Bacteriol 191: 3011-3023. 
Johnston, J.W., Myers, L.E., Ochs, M.M., Benjamin, W.H., Jr., Briles, D.E., & 
Hollingshead, S.K. (2004) Lipoprotein PsaA in virulence of Streptococcus 
pneumoniae: surface accessibility and role in protection from superoxide. Infect 
Immun 72: 5858-5867. 
Johnston, J.W., Briles, D.E., Myers, L.E., & Hollingshead, S.K. (2006) Mn2+-dependent 
regulation of multiple genes in Streptococcus pneumoniae through PsaR and the 
resultant impact on virulence. Infect Immun 74: 1171-1180. 
Jonsson, S., Musher, D.M., Chapman, A., Goree, A., & Lawrence, E.C. (1985) 
Phagocytosis and killing of common bacterial pathogens of the lung by human 
alveolar macrophages. J Infect Dis 152: 4-13. 
Kalra, L., & Bone, M.F. (1988) The effect of nebulized bronchodilator therapy on 
intraocular pressures in patients with glaucoma. Chest 93: 739-741. 
Kaplan, M.H., & Volanakis, J.E. (1974) Interaction of C-reactive protein complexes 
with the complement system. I. Consumption of human complement associated 
with the reaction of C-reactive protein with pneumococcal C-polysaccharide and 
with the choline phosphatides, lecithin and sphingomyelin. J Immunol 112: 
2135-2147. 
Karlsson, C., Jansson, P.E., & Sørensen, U.B. (1998) The chemical structures of the 
capsular polysaccharides from Streptococcus pneumoniae types 32F and 32A. 
Eur J Biochem 255: 296-302. 
Karlsson, C., Jansson, P.E., & Sørensen, U.B. (1999) The pneumococcal common 
antigen C-polysaccharide occurs in different forms. Mono-substituted or di-
substituted with phosphocholine. Eur J Biochem 265: 1091-1097. 
Kässner, F., Hodder, R., & Bateman, E.D. (2004) A review of ipratropium 
bromide/fenoterol hydrobromide (Berodual) delivered via Respimat Soft Mist 
Inhaler in patients with asthma and chronic obstructive pulmonary disease. 
Drugs 64: 1671-1682. 
Bibliografía 
 181
Katsurahara, T., Hotomi, M., Yamauchi, K., Billal, D.S., & Yamanaka, N. (2008) 
Protection against systemic fatal pneumococcal infection by maternal intranasal 
immunization with pneumococcal surface protein A (PspA). J Infect Chemother 
14: 393-398. 
Kausmally, L., Johnsborg, O., Lunde, M., Knutsen, E., & Håvarstein, L.S. (2005) 
Choline-Binding Protein D (CbpD) in Streptococcus pneumoniae is essential for 
competence-induced cell lysis. J Bacteriol 187: 4338-4345. 
Kennedy, E.P. (1961) Biosynthesis of complex lipids. Fed Proc 20: 934-940. 
Kent, C., Gee, P., Lee, S.Y., Bian, X., & Fenno, J.C. (2004) A CDP-choline pathway for 
phosphatidylcholine biosynthesis in Treponema denticola. Mol Microbiol 51: 
471-481. 
Kharat, A.S., & Tomasz, A. (2003) Inactivation of the srtA gene affects localization of 
surface proteins and decreases adhesion of Streptococcus pneumoniae to human 
pharyngeal cells in vitro. Infect Immun 71: 2758-2765. 
Kharat, A.S., & Tomasz, A. (2006) Drastic reduction in the virulence of Streptococcus 
pneumoniae expressing type 2 capsular polysaccharide but lacking choline 
residues in the cell wall. Mol Microbiol 60: 93-107. 
Kharat, A.S., Denapaite, D., Gehre, F., Bruckner, R., Vollmer, W., Hakenbeck, R., & 
Tomasz, A. (2008) Different pathways of choline metabolism in two choline-
independent strains of Streptococcus pneumoniae and their impact on virulence. 
J Bacteriol 190: 5907-5914. 
Kilian, M., Poulsen, K., Blomqvist, T., Håvarstein, L.S., Bek-Thomsen, M., Tettelin, H., 
& Sørensen, U.B. (2008) Evolution of Streptococcus pneumoniae and its close 
commensal relatives. PLoS ONE 3: e2683. 
Kim, J.O., & Weiser, J.N. (1998) Association of intrastrain phase variation in quantity 
of capsular polysaccharide and teichoic acid with the virulence of Streptococcus 
pneumoniae. J Infect Dis 177: 368-377. 
King, S.J., Hippe, K.R., & Weiser, J.N. (2006) Deglycosylation of human 
glycoconjugates by the sequential activities of exoglycosidases expressed by 
Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 59: 961-974. 
Klainer, A.S., & Perkins, R.L. (1972) Surface manifestations of antibiotic-induced 
alterations in protein synthesis in bacterial cells. Antimicrob Agents Chemother 1: 
164-170. 
Klibanov, A.M. (1989) Enzymatic catalysis in anhydrous organic solvents. Trends 
Biochem Sci. 14:141-1444. 
Kobe, B., & Kajava, A.V. (2001) The leucine-rich repeat as a protein recognition motif. 
Curr Opin Struct Biol 11: 725-732. 
Konradsen, H.B., & Kaltoft, M.S. (2002) Invasive pneumococcal infections in Denmark 
from 1995 to 1999: epidemiology, serotypes, and resistance. Clin Diagn Lab 
Immunol 9: 358-365. 
Kristian, S.A., Datta, V., Weidenmaier, C., Kansal, R., Fedtke, I., Peschel, A., Gallo, 
R.L., & Nizet, V. (2005) D-alanylation of teichoic acids promotes group a 
streptococcus antimicrobial peptide resistance, neutrophil survival, and epithelial 
cell invasion. J Bacteriol 187: 6719-6725. 
Kwak, B.Y., Zhang, Y.M., Yun, M., Heath, R.J., Rock, C.O., Jackowski, S., & Park, 
H.W. (2002) Structure and mechanism of CTP:phosphocholine 
cytidylyltransferase (LicC) from Streptococcus pneumoniae. J Biol Chem 277: 
4343-4350. 
Lamark, T., Kaasen, I., Eshoo, M.W., Falkenberg, P., McDougall, J., & Strom, A.R. 
(1991) DNA sequence and analysis of the bet genes encoding the 
Bibliografía 
 182
osmoregulatory choline-glycine betaine pathway of Escherichia coli. Mol 
Microbiol 5: 1049-1064. 
Larson, T.J., & Dowhan, W. (1976) Ribosomal-associated phosphatidylserine 
synthetase from Escherichia coli: purification by substrate-specific elution from 
phosphocellulose using cytidine 5'-diphospho-1,2-diacyl-sn-glycerol. 
Biochemistry 15: 5212-5218. 
Li, J., Glover, D.T., Szalai, A.J., Hollingshead, S.K., & Briles, D.E. (2007) PspA and 
PspC minimize immune adherence and transfer of pneumococci from 
erythrocytes to macrophages through their effects on complement activation. 
Infect Immun 75: 5877-5885. 
Li, T., Khah, M.K., Slavnic, S., Johansson, I., & Stromberg, N. (2001) Different type 1 
fimbrial genes and tropisms of commensal and potentially pathogenic 
Actinomyces spp. with different salivary acidic proline-rich protein and statherin 
ligand specificities. Infect Immun 69: 7224-7233. 
Liss, R.H., Norman, J.C., & Goldmann, D.A. (1979) Comparative study of 
erythromycin, amoxicillin and ampicillin antimicrobial activity against human 
respiratory tract pathogens. Scand J Infect Dis Suppl: 1-14. 
Little, C., & Otnass, A.B. (1975) The metal ion dependence of phospholipase C from 
Bacillus cereus. Biochim Biophys Acta 391: 326-333. 
Llull, D., López, R., & García, E. (2006a) Characteristic signatures of the lytA gene 
provide a basis for rapid and reliable diagnosis of Streptococcus pneumoniae. J 
Bacteriol 44: 1250-1256. 
Llull, D., López, R., & García, E. (2006b) Skl, a novel choline-binding N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase of Streptococcus mitis SK137 containing a 
CHAP domain. FEBS Lett 580: 1959-1964. 
López, R., García, E., García, P., Ronda, C., & Tomasz, A. (1982) Choline-containing 
bacteriophage receptors in Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol 151: 1581-
1590. 
López, R., García, E., García, P., & García, J.L. (1997) The pneumococcal cell wall 
degrading enzymes: a modular design to create new lysins? Microb Drug Resist 
3: 199-211. 
López, R., & García, E. (2004) Recent trends on the molecular biology of 
pneumococcal capsules, lytic enzymes, and bacteriophage. FEMS Microbiol Rev 
28: 553-580. 
Lu, L., Ma, Y., & Zhang, J.R. (2006) Streptococcus pneumoniae recruits complement 
factor H through the amino terminus of CbpA. J Biol Chem 281: 15464-15474. 
Lu, L., Ma, Z., Jokiranta, T.S., Whitney, A.R., DeLeo, F.R., & Zhang, J.R. (2008) 
Species-specific interaction of Streptococcus pneumoniae with human 
complement factor H. J Immunol 181: 7138-7146. 
Luo, R., Mann, B., Lewis, W.S., Rowe, A., Heath, R., Stewart, M.L., Hamburger, A.E., 
Sivakolundu, S., Lacy, E.R., Bjorkman, P.J., Tuomanen, E., & Kriwacki, R.W. 
(2005) Solution structure of choline binding protein A, the major adhesin of 
Streptococcus pneumoniae. EMBO J 24: 34-43. 
Lysenko, E., Richards, J.C., Cox, A.D., Stewart, A., Martin, A., Kapoor, M., & Weiser, 
J.N. (2000a) The position of phosphorylcholine on the lipopolysaccharide of 
Haemophilus influenzae affects binding and sensitivity to C-reactive protein-
mediated killing. Mol Microbiol 35: 234-245. 
Lysenko, E.S., Gould, J., Bals, R., Wilson, J.M., & Weiser, J.N. (2000b) Bacterial 
phosphorylcholine decreases susceptibility to the antimicrobial peptide LL-
Bibliografía 
 183
37/hCAP18 expressed in the upper respiratory tract. Infect Immun 68: 1664-
1671. 
Maestro, B., & Sanz, J.M. (2005) Accumulation of partly folded states in the 
equilibrium unfolding of the pneumococcal choline-binding module C-LytA. 
Biochem J 387: 479-488. 
Magee, A.D., & Yother, J. (2001) Requirement for capsule in colonization by 
Streptococcus pneumoniae. Infect Immun 69: 3755-3761. 
Mann, B., Orihuela, C., Antikainen, J., Gao, G., Sublett, J., Korhonen, T.K., & 
Tuomanen, E. (2006) Multifunctional role of choline binding protein G in 
pneumococcal pathogenesis. Infect Immun 74: 821-829. 
Martin, B., Prudhomme, M., Alloing, G., Granadel, C., & Claverys JP. (2000) Cross-
regulation of competence pheromone production and export in the early control 
of transformation in Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 38:867-878. 
Matsumoto, K., Kusaka, J., Nishibori, A., & Hara, H. (2006) Lipid domains in bacterial 
membranes. Mol Microbiol 61: 1110-1117. 
McCullers, J.A. (2006) Insights into the interaction between influenza virus and 
pneumococcus. Clin Microbiol Rev 19: 571-582. 
Medrano, F.J., Gasset, M., López-Zumel, C., Usobiaga, P., García, J.L., & Menéndez, 
M. (1996) Structural characterization of the unligated and choline-bound forms 
of the major pneumococcal autolysin LytA amidase. Conformational transitions 
induced by temperature. J Biol Chem 271: 29152-29161. 
Meroueh, S.O., Bencze, K.Z., Hesek, D., Lee, M., Fisher, J.F., Stemmler, T.L., & 
Mobashery, S. (2006) Three-dimensional structure of the bacterial cell wall 
peptidoglycan. Proc Natl Acad Sci USA 103: 4404-4409. 
Michel, V., & Bakovic, M. (2009) The solute carrier 44A1 is a mitochondrial protein 
and mediates choline transport. Faseb J. PMID: 19357133 
Migneault, I., Dartiguenave, C., Bertrand, M.J., & Waldron, K.C. (2004) 
Glutaraldehyde: behavior in aqueous solution, reaction with proteins, and 
application to enzyme crosslinking Biotechniques 37:790-796. 
Mitchell, T.J. (2003) The pathogenesis of streptococcal infections: from tooth decay to 
meningitis. Nat Rev Microbiol 1: 219-230. 
Molina, R., González, A., Moscoso, M., García, P., Stelter, M., Kahn, R., & Hermoso, 
J.A. (2007) Crystallization and preliminary X-ray diffraction studies of choline-
binding protein F from Streptococcus pneumoniae. Acta Crystallogr Sect F 
Struct Biol Cryst Commun 63: 742-745. 
Molina, R., González, A., Stelter, M., Pérez-Dorado, I., Kahn, R., Morales, M., 
Moscoso, M., Campuzano, S., Campillo, N.E., Mobashery, S., García, J.L., 
García, P., & Hermoso, J.A. (2009) Crystal structure of CbpF, a bifunctional 
choline-binding protein and autolysis regulator from Streptococcus pneumoniae. 
EMBO Rep 10: 246-251. 
Monterroso, B., López-Zumel, C., García, J.L., Saiz, J.L., García, P., Campillo, N.E., & 
Menéndez, M. (2005) Unravelling the structure of the pneumococcal autolytic 
lysozyme. Biochem J 391: 41-49. 
Mortensen, R.F., Osmand, A.P., Lint, T.F., & Gewurz, H. (1976) Interaction of C-
reactive protein with lymphocytes and monocytes: complement-dependent 
adherence and phagocytosis. J Immunol 117: 774-781. 
Moscoso, M., & Claverys, J.P. (2004) Release of DNA into the medium by competent 
Streptococcus pneumoniae: kinetics, mechanism and stability of the liberated 
DNA. Mol Microbiol 54: 783-794. 
Bibliografía 
 184
Moscoso, M., López, E., García, E., & López, R. (2005a) Implications of physiological 
studies based on genomic sequences: Streptococcus pneumoniae TIGR4 
synthesizes a functional LytC lysozyme. J Bacteriol 187: 6238-6241. 
Moscoso, M., Obregón, V., López, R., García, J.L., & García, E. (2005b) Allelic 
variation of polymorphic locus lytB, encoding a choline-binding protein, from 
streptococci of the mitis group. Appl Environ Microbiol 71: 8706-8713. 
Moscoso, M., García, E., & López, R. (2006) Biofilm formation by Streptococcus 
pneumoniae: role of choline, extracellular DNA, and capsular polysaccharide in 
microbial accretion. J Bacteriol 188: 7785-7795. 
Mosser, J.L., & Tomasz, A. (1970) Choline-containing teichoic acid as a structural 
component of pneumococcal cell wall and its role in sensitivity to lysis by an 
autolytic enzyme. J Biol Chem 245: 287-298. 
Muller, S.A., Holzapfel, K., Seidl, C., Treiber, U., Krause, B.J., & Senekowitsch-
Schmidtke, R. (2009) Characterization of choline uptake in prostate cancer cells 
following bicalutamide and docetaxel treatment. Eur J Nucl Med Mol Imaging 
PMID: 19352653 
Muñoz-Elias, E.J., Marcano, J., & Camilli, A. (2008) Isolation of Streptococcus 
pneumoniae biofilm mutants and their characterization during nasopharyngeal 
colonization. Infect Immun 76: 5049-5061. 
Musher, D.M., Groover, J.E., Reichler, M.R., Riedo, F.X., Schwartz, B., Watson, D.A., 
Baughn, R.E., & Breiman, R.F. (1997) Emergence of antibody to capsular 
polysaccharides of Streptococcus pneumoniae during outbreaks of pneumonia: 
association with nasopharyngeal colonization. Clin Infect Dis 24: 441-446. 
Naumova, I.B., & Shashkov, A.S. (1997) Anionic polymers in cell walls of gram-
positive bacteria. Biochemistry (Mosc) 62: 809-840. 
Navarre, W.W., & Schneewind, O. (1999) Surface proteins of gram-positive bacteria 
and mechanisms of their targeting to the cell wall envelope. Microbiol Mol Biol 
Rev 63: 174-229. 
Ng, W.L., Tsui, H.C., & Winkler, M.E. (2005) Regulation of the pspA virulence factor 
and essential pcsB murein biosynthetic genes by the phosphorylated VicR (YycF) 
response regulator in Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol 187: 7444-7459. 
Nishibori, A., Kusaka, J., Hara, H., Umeda, M., & Matsumoto, K. (2005) 
Phosphatidylethanolamine domains and localization of phospholipid synthases 
in Bacillus subtilis membranes. J Bacteriol 187: 2163-2174. 
Nishino, T., & Nakazawa, S. (1976) Bacteriological study on effects of beta-lactam 
group antibiotics in high concentrations. Antimicrob Agents Chemother 9: 1033-
1042. 
Obaro, S.K. (2000) Confronting the pneumococcus: a target shift or bullet change? 
Vaccine 19: 1211-1217. 
Ogunniyi, A.D., Giammarinaro, P., & Paton, J.C. (2002) The genes encoding virulence-
associated proteins and the capsule of Streptococcus pneumoniae are 
upregulated and differentially expressed in vivo. Microbiology 148: 2045-2053. 
Paterson, G.K. & Mitchell, T.J. (2006) The role of Streptococcus pneumoniae sortase A 
in colonisation and pathogenesis. Microbes Infect 8: 145-153. 
Paterson, N.G., Riboldi-Tunicliffe, A., Mitchell, T.J., & Isaacs, N.W. (2006) 
Overexpression, purification and crystallization of a choline-binding protein 
CbpI from Streptococcus pneumoniae. Acta Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst 
Commun 62: 672-675. 
Peterson, S.N., Sung, C.K., Cline, R., Desai, B.V., Snesrud, E.C., Luo, P., Walling, J., 
Li, M., Mintz, M., Tsegaye, G., Burr, P.C., Do, Y., Ahn, S., Gilbert, J., 
Bibliografía 
 185
Fleischmann, R.D. & Morrison, D.A. (2004) Identification of competence 
pheromone responsive genes in Streptococcus pneumoniae by use of DNA 
microarrays. Mol Microbiol 51: 1051-1070  
Porat, N., Greenberg, D., Givon-Lavi, N., Shuval, D.S., Trefler, R., Segev, O., Hanage, 
W.P., & Dagan, R. (2006) The important role of nontypable Streptococcus 
pneumoniae international clones in acute conjunctivitis. J Infect Dis 194: 689-
696. 
Pozzi, G., Masala, L., Iannelli, F., Manganelli, R., Håvarstein, L.S., Piccoli, L., Simon, 
D., & Morrison, D.A. (1996) Competence for genetic transformation in 
encapsulated strains of Streptococcus pneumoniae: two allelic variants of the 
peptide pheromone. J Bacteriol 178: 6087-6090. 
Preston, J.A., & Dockrell, D.H. (2008) Virulence factors in pneumococcal respiratory 
pathogenesis. Future Microbiol 3: 205-221. 
Raetz, C.R., & Kennedy, E.P. (1974) Partial purification and properties of 
phosphatidylserine synthetase from Escherichia coli. J Biol Chem 249: 5045-
5083. 
Rane, L., & Subbarow, Y. (1940) Nutritional requirements of the pneumococcus: I. 
Growth factors for types I, II, V, VII, VIII. J Bacteriol 40: 695-704. 
Ren, B., McCrory, M.A., Pass, C., Bullard, D.C., Ballantyne, C.M., Xu, Y., Briles, D.E., 
& Szalai, A.J. (2004) The virulence function of Streptococcus pneumoniae 
surface protein A involves inhibition of complement activation and impairment 
of complement receptor-mediated protection. J Immunol 173: 7506-7512. 
Rijneveld, A.W., Weijer, S., Florquin, S., Speelman, P., Shimizu, T., Ishii, S., & van der 
Poll, T. (2004) Improved host defense against pneumococcal pneumonia in 
platelet-activating factor receptor-deficient mice. J Infect Dis 189: 711-716. 
Rodrígez-Cerrato, V., García, P., Huelves, L., García, E., Del Prado, G., Gracia, M., 
Ponte, C., López, R., & Soriano, F. (2007) Pneumococcal LytA autolysin, a 
potent theurapeuntic agent in experimental peritonitis-sepsis caused by highly 
beta-lactam-resistant Streptococcus pneumoniae. Antimicrob Agents Ch 51: 
3371-3373. 
Romero, P., López, R., & García, E. (2007) Key role of amino acid residues in the 
dimerization and catalytic activation of the autolysin LytA, an important 
virulence factor in Streptococcus pneumoniae. J Biol Chem 282: 17729-17737. 
Rontein, D., Rhodes, D., & Hanson, A.D. (2003) Evidence from engineering that 
decarboxylation of free serine is the major source of ethanolamine moieties in 
plants. Plant Cell Physiol 44: 1185-1191. 
Rusch, S.L., & Kendall, D.A. (2007) Interactions that drive Sec-dependent bacterial 
protein transport. Biochemistry 46: 9665-9673. 
Sambrook, J., Fritsch, E. F. & Maniatis, T. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2nd edn. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory. 
Sánchez-Beato, A.R., Ronda, C., & García, J.L. (1995) Tracking the evolution of the 
bacterial choline-binding domain: molecular characterization of the Clostridium 
acetobutylicum NCIB 8052 cspA gene. J Bacteriol 177: 1098-1103. 
Sánchez-Beato, A.R., & García, J.L. (1996) Molecular characterization of a family of 
choline-binding proteins of Clostridium beijerinckii NCIB 8052. Evolution and 
gene redundancy in prokaryotic cell. Gene 180: 13-21. 
Sanz, J.M., López, R., & García, J.L. (1988) Structural requirements of choline 
derivatives for 'conversion' of pneumococcal amidase. A new single-step 
procedure for purification of this autolysin. FEBS Lett 232: 308-312. 
Bibliografía 
 186
Satre, M., & Kennedy, E.P. (1978) Identification of bound pyruvate essential for the 
activity of phosphatidylserine decarboxylase of Escherichia coli. J Biol Chem 
253: 479-483. 
Senkovich, O., Cook, W.J., Mirza, S., Hollingshead, S.K., Protasevich, II, Briles, D.E., 
& Chattopadhyay, D. (2007) Structure of a complex of human lactoferrin N-lobe 
with pneumococcal surface protein a provides insight into microbial defense 
mechanism. J Mol Biol 370: 701-713. 
Seo, H.S., Cartee, R.T., Pritchard, D.G., & Nahm, M.H. (2008) A new model of 
pneumococcal lipoteichoic acid structure resolves biochemical, biosynthetic, and 
serologic inconsistencies of the current model. J Bacteriol 190: 2379-2387. 
Serino, L., & Virji, M. (2000) Phosphorylcholine decoration of lipopolysaccharide 
differentiates commensal Neisseriae from pathogenic strains: identification of 
licA-type genes in commensal Neisseriae. Mol Microbiol 35: 1550-1559. 
Severin, A., & Tomasz, A. (1996) Naturally occurring peptidoglycan variants of 
Streptococcus pneumoniae. J Bacteriol 178: 168-174. 
Severin, A., Horne, D., & Tomasz, A. (1997) Autolysis and cell wall degradation in a 
choline-independent strain of Streptococcus pneumoniae. Microb Drug Resist 3: 
391-400. 
Shah, P., Romero, D.G., & Swiatlo, E. (2008) Role of polyamine transport in 
Streptococcus pneumoniae response to physiological stress and murine 
septicemia. Microb Pathog 45: 167-172. 
Shah, D.S., Joucla, G., Remaud-Simeon, M., & Russell, R.R. (2004) Conserved repeat 
motifs and glucan binding by glucansucrases of oral streptococci and 
Leuconostoc mesenteroides. J Bacteriol 186: 8301-8308. 
Shaper, M., Hollingshead, S.K., Benjamin, W.H., Jr., & Briles, D.E. (2004) PspA 
protects Streptococcus pneumoniae from killing by apolactoferrin, and antibody 
to PspA enhances killing of pneumococci by apolactoferrin [corrected]. Infect 
Immun 72: 5031-5040. 
Singh, S., Loke, Y.K., & Furberg, C.D. (2008) Inhaled anticholinergics and risk of 
major adverse cardiovascular events in patients with chronic obstructive 
pulmonary disease: a systematic review and meta-analysis. Jama 300: 1439-
1450. 
Smith, T., Lehmann, D., Montgomery, J., Gratten, M., Riley, I.D., & Alpers, M.P. 
(1993) Acquisition and invasiveness of different serotypes of Streptococcus 
pneumoniae in young children. Epidemiol Infect 111: 27-39. 
Sohlenkamp, C., de Rudder, K.E., Rohrs, V.V., López-Lara, I.M., & Geiger, O. (2000) 
Cloning and characterization of the gene for phosphatidylcholine synthase. J 
Biol Chem 275: 18919-18925.  
Sørensen, U.B., Blom, J., Birch-Andersen, A., & Henrichsen, J. (1988) Ultrastructural 
localization of capsules, cell wall polysaccharide, cell wall proteins, and F 
antigen in pneumococci. Infect Immun 56: 1890-1896. 
Southern, E.M. (1975) Detection of specific sequences among DNA fragments 
separated by gel electrophoresis. J Mol Biol 98: 503-517. 
Stackebrandt, E., Frederiksen, W., Garrity, G.M., Grimont, P.A., Kampfer, P., Maiden, 
M.C., Nesme, X., Rossello-Mora, R., Swings, J., Truper, H.G., Vauterin, L., 
Ward, A.C., & Whitman, W.B. (2002) Report of the ad hoc committee for the 
re-evaluation of the species definition in bacteriology. Int J Syst Evol Microbiol 
52: 1043-1047. 
Bibliografía 
 187
Standish, A.J., Stroeher, U.H., & Paton, J.C. (2005) The two-component signal 
transduction system RR06/HK06 regulates expression of cbpA in Streptococcus 
pneumoniae. Proc Natl Acad Sci USA 102: 7701-7706. 
Standish, A.J., Stroeher, U.H., & Paton, J.C. (2007) The pneumococcal two-component 
signal transduction system RR/HK06 regulates CbpA and PspA by two distinct 
mechanisms. J Bacteriol 189: 5591-5600. 
Stojiljkovic, I., Baumler, A.J., & Heffron, F. (1995) Ethanolamine utilization in 
Salmonella typhimurium: nucleotide sequence, protein expression, and 
mutational analysis of the cchA cchB eutE eutJ eutG eutH gene cluster. J 
Bacteriol 177: 1357-1366. 
Sung, C.K., Li, H., Claverys, J.P., Morrison, D.A. (2001) An rpsL cassette, Janus, for 
the gene replacement through negative selection in Streptococcus pneumoniae. 
Appl Environ Microbiol 67: 5190-5196. 
Suresh, M.V., Singh, S.K., Ferguson, D.A. Jr., & Agrawal, A. (2007) Human C-reactive 
protein protects mice from Streptococcus pneumoniae infection without binding 
to pneumococcal C-polysaccharide. J Immunol 178: 1158-1163. 
Talbot, U.M., Paton, A.W., & Paton, J.C. (1996) Uptake of Streptococcus pneumoniae 
by respiratory epithelial cells. Infect Immun 64: 3772-3777. 
Tan, T.Q. (2003) Antibiotic resistant infections due to Streptococcus pneumoniae: 
impact on therapeutic options and clinical outcome. Curr Opin Infect Dis 16: 
271-277. 
Tettelin, H., Nelson, K.E., Paulsen, I.T., Eisen, J.A., Read, T.D., Peterson, S., 
Heidelberg, J., DeBoy, R.T., Haft, D.H., Dodson, R.J., Durkin, A.S., Gwinn, M., 
Kolonay, J.F., Nelson, W.C., Peterson, J.D., Umayam, L.A., White, O., Salzberg, 
S.L., Lewis, M.R., Radune, D., Holtzapple, E., Khouri, H., Wolf, A.M., 
Utterback, T.R., Hansen, C.L., McDonald, L.A., Feldblyum, T.V., Angiuoli, S., 
Dickinson, T., Hickey, E.K., Holt, I.E., Loftus, B.J., Yang, F., Smith, H.O., 
Venter, J.C., Dougherty, B.A., Morrison, D.A., Hollingshead, S.K., & Fraser, 
C.M. (2001) Complete genome sequence of a virulent isolate of Streptococcus 
pneumoniae. Science 293: 498-506. 
Tettelin, H., & Hollingshead, S.K. (2004) Comparative genomics of Streptococcus 
pneumoniae: intrastrain diversity and genome plasticity, pp. 15-29. En Elaine I. 
Tuomanen, Timothy J. Mitchell, Donald A. Morrison & Brian G. Spratt The 
Pneumococcus,. Washington, DC: American Society for Microbiology. 
Tomasz, A. (1968) Biological consequences of the replacement of choline by 
ethanolamine in the cell wall of Pneumococcus: chain formation, loss of 
transformability, and loss of autolysis. Proc Natl Acad Sci USA 59: 86-93. 
Tomasz, A., Westphal, M., Briles, E.B., & Fletcher, P. (1975) On the physiological 
functions of teichoic acids. J Supramol Struct 3: 1-16. 
Trombe, M.C., Laneelle, M.A., & Laneelle, G. (1979) Lipid composition of 
aminopterin-resistant and sensitive strains of Streptococcus pneumoniae. Effect 
of aminopterin inhibition. Biochim Biophys Acta 574: 290-300. 
Tuomanen, E., Liu, H., Hengstler, B., Zak, O., & Tomasz, A. (1985) The induction of 
meningeal inflammation by components of the pneumococcal cell wall. J Infect 
Dis 151: 859-868. 
Urso, R., Segre, G., Bianchi, E., Bruni, G., Dal Pra, P., & Fiaschi, A.I. (1991) Plasma 
kinetics of atropine and ipratropium in rats after different routes of 
administration evaluated by a radioreceptor assay. Eur J Drug Metab 
Pharmacokinet 3: 111-115. 
Bibliografía 
 188
Usobiaga, P., Medrano, F.J., Gasset, M., García, J.L., Saiz, J.L., Rivas, G., Laynez, J., 
& Menéndez, M. (1996) Structural organization of the major autolysin from 
Streptococcus pneumoniae. J Biol Chem 271: 6832-6838. 
Velasco-García, R., Villalobos, M.A., Ramírez-Romero, M.A., Mújica-Jiménez, C., 
Iturriaga, G., & Muñoz-Clares, R.A. (2006) Betaine aldehyde dehydrogenase 
from Pseudomonas aeruginosa: cloning, over-expression in Escherichia coli, 
and regulation by choline and salt. Arch Microbiol 185: 14-22. 
Vialle, S., Sepulcri, P., Dubayle, J., & Talaga, P. (2005) The teichoic acid (C-
polysaccharide) synthesized by Streptococcus pneumoniae serotype 5 has a 
specific structure. Carbohydr Res 340: 91-96. 
Vickerman, M.M., Iobst, S., Jesionowski, A.M., & Gill, S.R. (2007) Genome-wide 
transcriptional changes in Streptococcus gordonii in response to competence 
signaling peptide. J Bacteriol 189: 7799-7807. 
Volanakis, J.E. (2001) Human C-reactive protein: expression, structure, and function. 
Mol Immunol 38: 189-197. 
Vollmer, W., & Tomasz, A. (2001) Identification of the teichoic acid phosphorylcholine 
esterase in Streptococcus pneumoniae. Mol Microbiol 39: 1610-1622. 
Waite, R.D., Struthers, J.K., & Dowson, C.G. (2001) Spontaneous sequence duplication 
within an open reading frame of the pneumococcal type 3 capsule locus causes 
high-frequency phase variation. Mol Microbiol 42: 1223-1232. 
Waite, R.D., Penfold, D.W., Struthers, J.K., & Dowson, C.G. (2003) Spontaneous 
sequence duplications within capsule genes cap8E and tts control phase 
variation in Streptococcus pneumoniae serotypes 8 and 37. Microbiology 149: 
497-504. 
Ware, D., Watt, J., & Swiatlo, E. (2005) Utilization of putrescine by Streptococcus 
pneumoniae during growth in choline-limited medium. J Microbiol 43: 398-405. 
Ware, D., Jiang, Y., Lin, W., & Swiatlo, E. (2006) Involvement of potD in 
Streptococcus pneumoniae polyamine transport and pathogenesis. Infect Immun 
74: 352-361. 
Weidenmaier, C., Peschel, A., Xiong, Y.Q., Kristian, S.A., Dietz, K., Yeaman, M.R., & 
Bayer, A.S. (2005) Lack of wall teichoic acids in Staphylococcus aureus leads to 
reduced interactions with endothelial cells and to attenuated virulence in a rabbit 
model of endocarditis. J Infect Dis 191: 1771-1777. 
Weidenmaier, C., & Peschel, A. (2008) Teichoic acids and related cell-wall 
glycopolymers in Gram-positive physiology and host interactions. Nat Rev 
Microbiol 6: 276-287. 
Weiser, J.N., Shchepetov, M., & Chong, S.T. (1997) Decoration of lipopolysaccharide 
with phosphorylcholine: a phase-variable characteristic of Haemophilus 
influenzae. Infect Immun 65: 943-950. 
Wellington, K. (2005) Ipratropium bromide HFA. Treat Respir Med 4: 215-222. 
Whatmore, A.M., King, S.J., Doherty, N.C., Sturgeon, D., Chanter, N., & Dowson, C.G. 
(1999) Molecular characterization of equine isolates of Streptococcus 
pneumoniae: natural disruption of genes encoding the virulence factors 
pneumolysin and autolysin. Infect Immun 67: 2776-2782. 
Whiting, G.C., & Gillespie, S.H. (1996a) Incorporation of choline into Streptococcus 
pneumoniae cell wall antigens: evidence for choline kinase activity. FEMS 
Microbiol Lett 138: 141-145. 
Whiting, G.C., & Gillespie, S.H. (1996b) Investigation of a choline phosphate synthesis 
pathway in Streptococcus pneumoniae: evidence for choline phosphate 
cytidylyltransferase activity. FEMS Microbiol Lett 143: 279-284. 
Bibliografía 
 189
Whiting, G.C., & Gillespie, S.H. (1997) Streptococcus pneumoniae choline binding 
proteins. Role in cell wall turnover. Adv Exp Med Biol 418: 639-642. 
Williams, B.G., Gouws, E., Boschi-Pinto, C., Bryce, J., & Dye, C. (2002) Estimates of 
world-wide distribution of child deaths from acute respiratory infections. Lancet 
Infect Dis 2: 25-32. 
Xu, P., Alves, J.M., Kitten, T., Brown, A., Chen, Z., Ozaki, L.S., Manque, P., Ge, X., 
Serrano, M.G., Puiu, D., Hendricks, S., Wang, Y., Chaplin, M.D., Akan, D., 
Paik, S., Peterson, D.L., Macrina, F.L., & Buck, G.A. (2007) Genome of the 
opportunistic pathogen Streptococcus sanguinis. J Bacteriol 189: 3166-3175. 
Yother, J., Leopold, K., White, J., & Fischer, W. (1998) Generation and properties of a 
Streptococcus pneumoniae mutant which does not require choline or analogs for 
growth. J Bacteriol 180: 2093-2101. 
Yother, J., & White, J.M. (1994) Novel surface attachment mechanism of the 
Streptococcus pneumoniae protein PspA. J Bacteriol 176: 2976-2985. 
Yuste, J., Botto, M., Paton, J.C., Holden, D.W., & Brown, J.S. (2005) Additive 
inhibition of complement deposition by pneumolysin and PspA facilitates 
Streptococcus pneumoniae septicemia. J Immunol 175: 1813-1819. 
Zartler, E.R., Porambo, R.J., Anderson, C.L., Chen, L.H., Yu, J., & Nahm, M.H. (2009) 
Structure of the capsular polysaccharide of pneumococcal serotype 11A reveals 
a novel acetylglycerol that is the structural basis for 11A subtypes. J Biol Chem 
284: 7318-7329. 
Zeisel, S.H. (2006) Choline: critical role during fetal development and dietary 
requirements in adults. Annu Rev Nutr 26: 229-250. 
Zhang, J.R., Idanpaan-Heikkila, I., Fischer, W., & Tuomanen, E.I. (1999) 
Pneumococcal licD2 gene is involved in phosphorylcholine metabolism. Mol 
Microbiol 31: 1477-1488. 
Zhang, J.R., Mostov, K.E., Lamm, M.E., Nanno, M., Shimida, S., Ohwaki, M., & 
Tuomanen, E. (2000) The polymeric immunoglobulin receptor translocates 
pneumococci across human nasopharyngeal epithelial cells. Cell 102: 827-837. 
Zhang, S., Wilson, F., & Pace, L. (2006) Streptococcus pneumoniae-associated cellulitis 
in a two-month-old Domestic Shorthair kitten. J Vet Diagn Invest 18: 221-224. 
 
 
 
 191
ADENDA 
 
 Durante el período de realización de esta Tesis, se han desarrollado trabajos 
de experimentación, que han dado lugar a diversas publicaciones, al margen de las 
incluídas en esta Memoria, que se detallan a continuación: 
 
1. Lagartera, L., González, A., Stelter, M., García, P., Kahn, R., Menéndez, M., and 
Hermoso, J.A. (2005) Crystallization and preliminary X-ray diffraction 
studies of the pneumococcal teichoic acid phosphorylcholine esterase Pce. 
Acta Crystallograph Sect F Struct Biol Cryst Commun 61: 221-224. 
2. Hermoso, J.A., Lagartera, L., González, A., Stelter, M., García, P., Martínez-
Ripoll, M., García, J.L., and Menéndez, M. (2005) Insights into 
pneumococcal pathogenesis from the crystal structure of the modular 
teichoic acid phosphorylcholine esterase Pce. Nat Struct Mol Biol. 
3. Lagartera, L., González, A., Hermoso, J.A., Saiz, J.L., Garcìa, P., García, J.L., 
and Menéndez, M. (2005) Pneumococcal phosphorylcholine esterase, Pce, 
contains a metal binuclear center that is essential for substrate binding and 
catalysis. Protein Sci 14: 3013-3024. 
4. Campillo, N.E., Páez, J.A., Lagartera, L., and González, A. (2005) Homology 
modelling and active-site-mutagenesis study of the catalytic domain of the 
pneumococcal phosphorylcholine esterase. Bioorg Med Chem 13: 6404-6413. 
 
 
 
